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AVANT-PROPOS 
Les réactions d'oxydations sont essentielles dans plusieurs types d'industries 
mais la plupart des technologies conventionnelles ont des inconvénients majeurs : la 
plupart des réactions sont non-spécifiques et ils utilisent des produits chimiques 
dommageables pour l'environnement. Ces inconvénients ont incité la recherche de 
nouvelles technologies d'oxydation basées sur des systèmes biologiques tels que des 
réactions enzymatiques. Ces biotechnologies ont l'avantage de ne pas avoir les 
inconvénients des technologies d'oxydation chimiques: les enzymes sont spécifiques 
et biodégradable. 
La laccase (benzenediol : oxydoréductase; EC l.10.3.2) est une enzyme 
particulièrement intéressante et prometteuse pour l'avenir des biotechnologies. Ce 
groupe particulier d'enzymes a reçu beaucoup d'attentions de la part des chercheurs à 
cause de leur facilité à oxyder les composés phénoliques et non-phénoliques de la 
lignine, avec l'aide de médiateurs, ainsi que certains polluants persistants dans 
l' environnement (Jolivalt et al. , 1999; Xu, 1996; Thurston, 1994; Rodriguez Couto et 
al. , 2006). L'importance biotechnologique de ces enzymes peut être également 
attribuée à leur capacité à maintenir une activité substantielle dans des solvants 
organiques, ouvrant ainsi la porte à des applications en synthèse organique (Burton, 
2003). Les biotechnologies enzymatiques avec la laccase ont des potentiels 
d' applications dans plusieurs types d'industries tels que les pâtes et papiers, le textile, 
l 'hygiène et l' alimentation. Elles ont des utilisations très variées telles que la 
décoloration et la détoxification des effluents, le blanchiment de la pâte à papier, la 
réduction des composés phénoliques dans le vin et la décoloration du denim dans 
l'industrie du textile, certaines de ces applications ayant déjà été brevetées (Yaver et 
al. , 2001 ; Mayer et Staples, 2002; Rodriguez Couto et al., 2006). 
Cette thèse de doctorat porte sur le développement de biotechnologies 
enzymatiques, utilisant la laccase, applicables dans le secteur de l' industrie du textile 
et de l'industrie papetière. Les travaux ont portés sur les applications suivantes : 
• La décoloration de différentes encres d'intérêts dans l'industrie du textile pour 
le blanchiment du denim et la décoloration d'effluents industriels; 
• Le contrôle de la poix dans l'industrie papetière. 
Cette thèse est divisée en 5 parties: 
1. Chapitre 1 : Introduction à la laccase. Ce chapitre traite de l'origine, de la 
distribution des laccases, de sa classification et des réactions enzymatiques. Il 
y aura également une discussion sur sa caractérisation, le concept laccase-
médiateur et les applications biotechnologiques basées sur cette enzyme. 
2. Chapitre II : Article scientifique 1. Ce chapitre traite du clonage, de la 
production et de la caractérisation d'une laccase bactérienne en vue de son 
utilisation dans l'industrie du textile. 
3. Chapitre III : Article scientifique 2. Ce chapitre traite de l' application de la 
laccase bactérienne pour la décoloration de diverses encres en vue de son 
application pour le blanchiment du denim et le traitement d'effluents 
industriels. 
4. Chapitre IV : Article scientifique 3. Ce chapitre traite du contrôle de la poix 
dans l'industrie papetière. Une combinaison de différentes technologies 
enzymatiques sera présentée en vue d'une application sur de la pâte à papier et 
pour le traitement des eaux usées de procédé. 
5. Chapitre V : Synthèse et conclusion. Ce chapitre fait une rétrospective des 
différentes recherches effectuées ainsi que des résultats obtenus au cours de ce 
doctorat. Les travaux futurs sont également abordés. 
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RÉSUMÉ 
Mes travaux de doctorat ont porté sur le développement d'un système efficace 
d'expression de la laccase de Streptomyces coelicolor dans Streptomyces lividans. Ce 
système peut produire 350 mg L- 1 de cette laccase bactérienne avec un niveau de 
pureté élevé sans étape importante de purification. Ce niveau d'expression est le plus 
élevé jamais décrit dans la littérature pour une laccase bactérienne. Une 
caractérisation de l' enzyme a démontré qu' il s' agit d' une laccase alcaline qui est 
active sous une vaste gamme de pH, qui possède une bonne thermostabilité et qui est 
résistante à divers inhibiteurs traditionnels de cette enzyme. Dans le but de démontrer 
les applications potentielles de cette enzyme pour l' industrie du textile, nous avons 
vérifié son impact sur la décoloration de différentes encres. En seulement 10 min, elle 
a pu décolorer 94% de l' indigo carmine, 91 % du bleu de Chicago et 65% du Reactive 
black 5 en présence de l' acétosyringone. 
Nous avons également développé une solution enzymatique pour la réduction 
de la quantité de matières extractibles présentes dans la pâte thermomécanique et les 
eaux de procédés, cette approche biotechnologique a permis de contrôler le problème 
de la poix dans l' industrie papetière. Les résultats démontrent que par le biais d'une 
combinaison surfactant-lipase, nous avons obtenus une réduction de 48% du groupe 
des acides résiniques, 32% du groupe des stérols et 78% du groupe des triglycérides 
d'une pâte thermomécanique. En combinant ce traitement enzymatique de la pâte à 
une décontamination des eaux de procédés via une laccase, cette méthode devient une 
alternative efficace pour contrôler globalement le problème de la poix. 
Mots-clés : Laccase, Streptomyces coelicolor, encre, décoloration, textile, lipase, poix 
du bois, pâte, triglycérides, acides résiniques, surfactant, médiateur. 
CHAPITRE 1 
INTRODUCTION À LA LACCASE 
1.1 Origine et distribution des laccases 
La laccase (EC 1.10.3.2, p-diphénol oxydase) fait partie des rares enzymes à 
avoir été étudiée au 1ge siècle. Y oshida a été le premier à exposer cette enzyme en 
1883 après l' avoir extrait de la souche Rhus vernicifera, un arbre originaire du Japon 
(Thurston, 1994; Levine, 1965). En 1896, la laccase fut décrite pour la première fois 
comme étant une enzyme d'origine fongique (Thurston, 1994; Levine, 1965). C'est 
une protéine largement distribuée dans la nature. On la retrouve dans plusieurs 
plantes et champignons (Leontievsky et al. , 1997) ainsi que chez certaines bactéries 
(Diamantidis et al. , 2000). Les laccases ont été identifiées chez des arbres, des 
pommes, des asperges, des pommes de terre, des poires et plusieurs autres variétés de 
légumes (Levine, 1965). Les laccases ont été isolées à partir de champignons de type 
ascomycètes, deutéromycètes et basidiomycètes (Assavanig et al. , 1992). Les études 
démontrent qu'une souche de champignon peut exprimer plusieurs isoenzymes de 
laccase dépendamment des conditions de culture (BoUag et Leonowicz, 1984; 
Wahleitner et al. , 1996; Palmieri et al. , 1997; Famet et al. , 2000). Les champignons 
de type basidiomycètes, spécifiquement les pourritures blanches, ont été ciblés 
comme principaux responsables de la dégradation de la lignine dans la nature. Ils sont 
les champignons les plus efficaces et les plus étudiés dans ce domaine. Trametes 
versicolor est un exemple fréquemment étudié pour la dégradation de la lignine et la 
production de laccase (Figure 1.1) (CaU et Mucke, 1997). Les enzymes impliquées 
dans la dégradation de la lignine sont: la lignine peroxydase, qui catalyse l'oxydation 
2 
de composés phénoliques et non-phénolique, la manganèse peroxydase et la laccase, 
qui oxydent les composés phénoliques pour donner des radicaux de types phénoxy et 
quinines; la glucose oxydase et la glyoxal oxydase pour la production de peroxyde 
d'hydrogène (H20 2) et la cellobiose-quinone oxydoréductase pour la réduction des 
quinones (Kirk et Farrell, 1987; Thakker et al. , 1992). Les enzymes lignolytiques ont 
principalement été décrites comme étant extracellulaires mais il y a des évidences 
dans la littérature de l'occurrence de laccases intracellulaires dans les champignons 
de type pourritures blanches (Schlosser et al. , 1997). Certaines d'entre-elles ont été 
identifiées chez la souche Neurospora crassa (Froehner et Eriksson, 1974). 
Figure 1.1 Photo de Trametes versicolor. 
Dans les champignons elle la laccase joue un rôle dans divers procédés 
cellulaires, incluant la délignification, la sporulation et la production de pigments 
3 
(Thurston, 1994; Yaver et al. , 2001). Par contre, seulement quelques unes de ses 
fonctions ont été démontrées expérimentalement. Ainsi, d'autres pourraient exister 
(Eggert et al. , 1998). 
1.2 Classification et réactions enzymatiques des laccases 
La laccase est incluse dans la famille des protéines « bleues » pourvues 
d'atomes de cuivres, une métalloprotéine faisant partie d'un groupe restreint 
d'enzymes. Ce groupe inclus d'autres enzymes telles que l'ascorbate oxydases, une 
protéine végétale, et la ceruloplasmine, une protéine de mammifère (Thurston,1994; 
Xu, 1996; Ducros et al., 1998). Cette oxydase catalyse l'oxydation d'un électron et 
attaque un large spectre de différents substrats phénoliques. Pour ce type d'enzyme, 
l'oxygène moléculaire est utilisé en tant qu'accepteur d'électron et est ainsi réduit en 
deux molécules d'eau (Ducros et al., 1998). Cette réaction enzymatique génère 
subséquemment des radicaux libres. Étant donné que la réaction d'oxydation d'un 
électron présent dans le substrat est couplée à la réduction électronique de l'oxygène, 
le mécanisme d'action n'est pas direct (Thurston, 1994). Le produit initial est 
typiquement instable et peut ainsi subir une seconde oxydation enzymatique ou une 
réaction non-enzymatique comme une hydratation ou une polymérisation. Un 
exemple d'oxydation catalysée par la laccase est présenté à la Figure 1.2. Leonowicz 
et al. (1985) ont utilisés des lignosulphonates pour démontrer que les laccases avaient 
l'habileté de polymériser et de dépolymériser certains substrats. Les produits 
catalysés par la réaction enzymatique entraînent fréquemment une réaction de 
polymérisation via un appariement par oxydation. L'appariement de ces produits fut 
le résultat d'un couplage entre le C-Q et le C-C de substrats phénoliques et entre N-N 
et le C-N pour les composés aromatiques aminés (Medvedeva et al. , 1995; Hublik et 
Schinner, 2000). 
La laccase fait également partie d'une plus grande famille d'enzymes: les 
polyphénols oxydases. Les polyphénols oxydases sont aussi des protéines cuivrées 
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ayant en commun le fait qu'elles sont capables d'oxyder des composés aromatiques 
avec l' oxygène moléculaire comme accepteur terminal d 'électron (Mayer, 1987). 
Elles sont associées à trois types d'activités enzymatiques: 
1. Catéchol oxydase ou o-diphénol: oxydoréductase utilisant l ' oxygène 
(EC 1.10.3.1); 
2. Laccase oup-diphénol: oxydoréductase utilisant l' oxygène (EC 1.10.3.2); 
3. Crésolase ou monophénol monooxygénase (EC 1.18.14.1). 
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Figure 1.2 Oxydation de groupes phénoliques de la lignine par la laccase (tiré de 
Archibald et al. , 1997). 
Ces diverses enzymes peuvent donc être différenciées sur la base de leur spécificité 
au substrat (Walker et McCallion, 1980). Cependant, on a de la difficulté à définir la 
laccase selon sa spécificité au substrat à cause d'un chevauchement de substrats 
attaqués également avec la tyrosinase. La catéchol oxydase ou tyrosinase possède une 
activité o-diphénol autant que crésolase (oxydation de la L-tyrosine). En 
comparaison, la laccase possède une activité ortho et paradiphénol, avec une affinité 
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généralement supérieure pour le second groupe. Seules les tyrosinases possèdent une 
activité crésolase et seules les laccases ont l'habileté d'oxyder le syringaldazine 
(Thurston, 1994; Eggert et al. , 1996). Il n'y a seulement qu'une mention dans la 
littérature d'une enzyme possédant à la fois l'activité tyrosinase et laccase (Sanchez-
Amat et Solano, 1997). 
La seconde difficulté pour définir la laccase selon sa spécificité au substrat est 
le fait que la spécificité de ces enzymes varie beaucoup d'un organisme à l' autre. 
Thurston (1994) a mentionné que 1 'hydroquinone et le catéchol sont de bons substrats 
pour la laccase mais que le guaiacol et le 2,6-diméthoxyphénol (DMP) sont souvent 
meilleurs, mais pas toujours. Le paraphénylenediamine est un substrat commun et le 
syringaldazine est un substrat unique à cette enzyme. Donc, la laccase oxyde les 
polyphénols, méthoxyphénols, les diamines et une vaste gamme d'autres composés 
(Thurston, 1994). Cependant, la laccase de Cerrena unicolor et de Trametes 
versicolor oxyde les phénols mais à divers degrés. La laccase de Cerre na unicolor 
oxyde mieux les para-phénols (Filazzola et al. , 1999) alors que celle de Trametes 
versicolor oxyde mieux les ortho-phénols (Jolivalt et al. , 1999). D'autres types de 
réactions de catalyse, par le biais de laccases fongiques, ont été relatés dans la 
littérature. Une étude comparative concernant les propriétés de ces laccases a aussi 
indiquée que toutes ces enzymes étaient habiletées à oxyder les acides 
méthoxyphénoliques mais à divers degrés. L' étude a également démontrée que 
l' efficacité d'oxydation des substrats, par les différentes laccases, était dépendante du 
pH (Bollag et Leonowicz, 1984). 
1.3 Caractérisation des laccases 
Les laccases sont des protéines globulaires cuivrées monomériques ou 
multimériques (Figure 1.3). La laccase de Podospora anserina est un bon exemple 
d'une laccase multimérique (Thurston, 1994). Elle possède une structure tetramérique 
composée de sous-unités identiques. Une laccase typique possède une masse 
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moléculaire variant entre 60 et 80 kDa et est glycosylée à 15-20% (Thurston, 1994; 
Luisa et al., 1996). Par contre, il y a des exceptions comme les laccases de 
Monocillium indicum (l00 kDa), Agaricus bisporus (l00 kDa), et Aspergillus 
nidulans (lI 0 kDa) (Thakker et al. , 1992; Perry et al. , 1993; Thurston, 1994). 
Figure 1.3 Vue tridimensionnelle de la cristallographie de laccase II de Trametes 
versicolor. Les atomes de cuivre sont affichés sous forme sphérique et les structures 
secondaires de la protéine sont affichées en ruban (Créé à partir de PDB id : 1 GYC). 
La laccase contient également 4 atomes de cuivre par molécule monomérique 
et elle est subdivisées en trois domaines (Ducros et al. , 1998). Trois types d'atomes 
de cuivre peuvent être identifiés en utilisant la spectroscopie UV/visible et la 
résonance électroparamagnétique (EPR). L'atome de cuivre de type 1 est responsable 
de la couleur bleue de la protéine sous une absorbance de 600 nm et il est détectable 
par l'EPR. Celui de type 2 ne confère aucune couleur mais il est détectable par l'EPR 
et le type 3 est constitué de la paire d'atomes de cuivre restants, atomes de cuivre qui 
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donnent une faible absorbance sous UV mais qui ne sont pas détectable par l'EPR 
(Thurston, 1994). Le site du cuivre de type 1 est présent sous forme Cu(II) lorsque 
l'enzyme est au repos (Ducros et al. , 1998). Ce site est généralement coordinné par le 
biais de deux azotes reliés à deux imidazoles d'histidines et d' un soufre relié à une 
cystéine (figure 1.4). La géométrie du site est décrite comme étant tordue, triangulaire 
et bipyramidale avec une position axiale inoccupée où le substrat peut être attaché 
(Ducros et al. , 1998). Un autre acide aminé peut être présent dans cette zone mais il 
est généralement trop éloigné pour directement coordinner l' atome de cuivre. 
L'atome de cuivre de type 1 est donc seulement lié par trois acides aminés (Ducros et 
al. , 1998). 
Figure 1.4 Vue rapprochée du site du cuivre de type Tl de Trametes versicolor. 
L'atome de cuivre est affiché comme une large sphère et la structure de base de la 
protéine est affichée en ruban. Les acides aminés liant l'atome de cuivre, ainsi que 
l' acide aminé Phe463 , sont affichés en bâtonnets (Tiré de Piontek et al. , 2002). 
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Les atomes de CUlvre du site T2/T3 sont disposés sous la forme d'un centre 
trinucléaire. Ces atomes sont liés par huit histidines fixées selon un motif His-X-His. 
Les deux atomes de cuivre T3 sont coordonnés à six histidines alors que le cuivre T2 
est lié par les histidines restantes (Figure 1.5) (Ducros et al. , 1998). 
Figure 1.S Vue rapprochée du site des cuivres de type T2/T3 de Trametes 
versicolor. Les liens atomiques sont affichés en traits pointillés et les distances sont 
mesurées en Angstrom. (0) Oxygène (Wat) H20 (Tiré de Piontek et al. , 2002). 
Les séquences génétiques de diverses laccases ont démontré que les 10 histidines et la 
cystéine, liant les atomes de cuivre, sont conservées dans toutes les séquences 
étudiées jusqu'à présent à l' exception de celle d'Aspergillus nidulans qui possède une 
méthionine liant le cuivre de type 1 (Leontievsky et al. , 1997). Ces acides aminés 
servent de système de transport d' électrons à partir du site de cuivre Tl , où les 
électrons sont extraits de composés phénoliques, et redirigés vers le centre 
9 
trinuc1éaire où le di oxygène est lié et sera réduit par ces électrons (Ducros et al. , 
1998). Cependant, la nature exacte du mécanisme de réaction engendrant la réduction 
du dioxygène en eau, ainsi que celui concernant le transfert électronique par le biais 
de l' oxydation des substrats phénoliques, demeure controversé (Ducros et al. , 1998). 
1.4 Le système laccase-médiateur 
La gamme des substrats attaquable par les laccases a pu être élargie par 
l' introduction de composés phénoliques agissant comme médiateurs entre l ' enzyme et 
le substrat à dégrader. Ce nouveau système a ouvert la porte à la possibilité d 'utiliser 
la laccase pour oxyder des composés non-phénoliques, comme ceux présents dans la 
lignine de la pâte à papier kraft, qui ne pouvaient être attaqués auparavant sans 
médiateurs (Bourbonnais et Paice, 1990). Le système laccase-médiateur (LMS) a été 
premièrement développé pour obtenir une alternative à l'utilisation du chlore pour le 
blanchiment de la pâte à papier (délignification) et fut originallement décrit par 
Bourbonnais et Paice (1990) avec l'utilisation de l'ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) comme médiateur. Les laccases jouent un rôle 
dans la dégradation de la lignine mais ce phénomène est restreint aux composés 
phénoliques à cause de leur faible potentiel d ' oxydation (Reid et Paice, 1994). 
L'utilisation de ces enzymes en présence de médiateurs a permis d ' augmenter leur 
potentiel d' oxydation et ainsi l' oxydation de composés non-phénoliques de la lignine 
(Figure 1.6). L'utilisation du système laccase-médiateur sur de la pâte kraft a permis 
la réduction de l' indice kappa (indice de délignification), la déméthylation et 
dépolymérisation de la lignine (Paice et al. , 1995a; Archibald et al. , 1997; Reid et 
Paice, 1994). L' activité de cette méthode envers la lignine est dépendante de deux 
facteurs principaux: le potentiel d' oxydoréduction de l' enzyme ainsi que la stabilité 
et la réactivité du radical libre résultant de l' oxydation du médiateur. 
Le système laccase-médiateur a également été appliqué à l' oxydation d ' éthers 
aromatiques de type méthyl, d ' alcool benzylique (Johannes et al. , 1998) et 
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d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (Johannes et al. ,1998; Majcherczyk et al. , 
1998; Johannes et Majcherczyk, 2000). Plusieurs de ces composés correspondent 
similairement à d'autres sélectionnés par l' agence de protection de l' environnement 
des États-Unis (EPA-USA) et d'autres institutions nationales comme étant des 
composés relativement toxiques. Ce système a permis de dégrader certains composés 
tels que l' acénaphtylène, l' anthracène benzo(a)pyrène acénaphthène, le fluoranthène, 
le pyrène, le benzo(a)anthracène, le chrysène, le benzo(b)fluoranthène, le 
benzo(k)fluoranthène et le pérylène (Collins et al. , 1996; Majcherczyk et al. , 1998; 
Johannes et al. , 1998). De plus, l' industrie du textile utilise également le système 
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Figure 1.6 Oxydation de groupes non-phénoliques de la lignine par le biais du 
système laccase-ABTS (tiré de Archibald et al. , 1997). 
Il 
laccase-médiateur pour la décoloration d'eaux usées (Hardin et al., 2000) et la 
décoloration du denim (Tiré du site internet de Novozyme, Danemark et du site 
internet de Zylite, Inde). 
Il a également été démontré que les laccases de divers organismes réagissent 
différemment avec divers médiateurs et différents substrats (Bourbonnais et al. , 
1997). Il est donc essentiel que diverses laccases et différents médiateurs soient 
investigués. Un nombre important de différents médiateurs potentiels a été décrit pour 
le système laccase-médiateur (Figure 1.7), mais l' ABTS et le HBT (1-
hydroxybenzotriazole) demeurent les plus utilisés dans la littérature (Bourbonnais et 
al. , 1997; Johannes et Majcherczyk, 2000). D'autres études ont démontré l'utilisation 
de médiateurs naturels tels que le phénol, l'aniline, l'acide 4-hydroxybenzoique et 
l' alcool 4-hydroxybenzylique. L'utilisation de ces médiateurs peut être aussi efficace 
que l'ABTS ou le HBT (Johannes et Majcherczyk, 2000). Une autre méthode utilisant 
la laccase et des complexes de métaux de transition a été décrite par Bourbonnais et 
al. (2000) pour la délignification de pâte à papier. L'avantage de cette méthode, 
comparativement à celles utilisant l'ABTS ou le HBT, est la possibilité de recycler 
les complexes métalliques dans le procédé. 
1.5 Applications biotechnologiques des laccases 
1.5.1 Applications dans l'industrie du textile 
Les deux tiers du marché mondial des encres est lié à l' industrie du textile 
(Riu et al. , 1998). Cette industrie utilise de grandes quantités d'eau et de produits 
chimiques dans ses procédés (Mishra et Tripathy, 1993; Banat et al. , 1996; Juang et 
al. , 1996). À cause de leur structure chimique, les encres sont très résistantes à la 
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Figure 1.7 Structure chimique de 10 différents médiateurs naturels (a à j) et 7 
différents médiateurs synthétiques (k à r) pour la laccase. (a) Acétosyringone (b) 
syringaldéhyde (c) 2,6-diméthylphénol (d) 2,4,6-triméthoxyphénol (e) 3-o-éthyl 
vanilline (f) acétovanillone (g) vanilline (h) alcool de vanillyle (i) méthyl vanillate G) 
acide p-coumarique (k) ABTS (1) HBT (m) acide violurique (n) 2,2,6,6-
tétraméthylpiperidine-1-oxyl (0) acide 2-nitroso-1-naphthol-4-sulfonique (P) acide 1-
nitroso-2-naphthol-3 ,6-disulfonique (q) promazine (r) acide 3-hydroxyanthranilique 
(tiré de Camarero et al. , 2005). 
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dégradation et la plupart sont difficiles à décolorer (Poots et McKay, 1976; McKay, 
1979). Il Y a de plus en plus de préoccupations au niveau de la santé hwnaine, car 
certaines encres sont créées à partir de composés aromatiques cancérigènes tel que la 
benzidine (Baughman et Perenich, 1988). La plupart des procédés de traitements des 
eaux usées textiles sont peu efficaces et coûteux (Cooper, 1995; Stephen, 1995). 
Ainsi, le développement de procédés enzymatiques, à base de laccase, est une 
solution attrayante étant donné les capacités de cette enzyme à dégrader diverses 
structures chimiques similaires aux encres employées dans cette industrie (Abadulla 
et al. , 2000; Blanquez et al. , 2004; Hou et al. , 2004; Rodriguez Couto et al. , 2004a; 
Rodriguez Couto et al., 2005b). 
Tel que mentionné précédemment, l' industrie du textile utilise également le 
système laccase-médiateur pour la décoloration d'eaux usées (Hard in et al. , 2000) et 
du denim. Quelques produits commerciaux sont déjà disponibles sur le marché. Par 
exemple, le Denilite l a été lancé sur le marché par Novozymes en 1996. Il s' agit du 
premier produit commercial, basé sur le système laccase-médiateur, à avoir été mis 
sur le marché. Depuis, une version améliorée a été lancé sur le marché, le Denilite II 
(tiré du site internet de Novozyme). En 2001 un produit similaire, le Zylite de Zytex 
(tiré du site internet de Zylite), a également été mis sur le marché. 
1.5.2 Applications dans l' industrie de l' alimentation 
Les laccases peuvent aussi être utilisées dans certains procédés alimentaires 
pour améliorer ou modifier l' apparence de la couleur de la nourriture et/ou des 
boissons ainsi que pour traiter les composés phénoliques des effluents industriels. Par 
exemple, la laccase est utilisée dans l' élimination de composés phénoliques 
indésirables, responsable du brunissement, de la turbidité dans certains jus de fruits , 
bières et vins (Mathiasen, 1996; Mayer et Staples, 2002; Georis et al. , 2003). Elles 
sont aussi utilisées dans la cuisson de certains aliments à cause de leur capacité à 
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créer des liens entre certains biopolymères. Elle peuvent ainsi augmenter la résistance 
maximale et diminuer l' élasticité d'une pâte de gluten par exemple (Selinheimo et al. , 
2006). 
1.5.3 Applications dans l' industrie papetière 
La production de papiers requière la séparation et la dégradation de la lignine 
présente dans la pâte de bois. Dans un contexte de développement durable, il est 
nécessaire de remplacer les technologies de blanchiment polluantes basées sur 
l'utilisation du chlore (Kuhad et al. , 1997). La délignification à l' oxygène a été 
introduite dans l' industrie en réponse à cette demande (Carter et al. , 1997). Par 
contre, un prétraitement de la pâte avec des enzymes lignolytiques s' avére une 
stratégie de délignification propre et spécifique, ayant ainsi moins d ' impacts négatifs 
sur la dégradation de la cellulose (Kuhad et al. , 1997). Plusieurs études ont été 
effectuées à ce sujet et peu de traitements enzymatiques ont démontré une efficacité 
de délignification ou blanchiment qui puisse faire compétition aux traitements 
chimiques actuels (Bajpai, 1999; Kenealy et al. , 2003). Le système laccase-médiateur 
démontre cependant un fort potentiel pour le bioblanchiment de la pâte de bois et le 
procédé Lignozym est un bon exemple de développement technologique pour ce type 
d ' application particulière (Cali et Mücke, 1997). 
Le problème de la poix (pitch) est un des facteurs les plus importants limitant 
l' efficacité et la productivité des industries papetières productrices de pâte 
mécanique. Ces matières extractibles colloïdales ont tendance à s' agglomérer et à se 
redéposer sur les fibres de la pâte à papier. Cette agglomération affecte ainsi la qualité 
du papier et entraine des pertes économiques importantes pour l' industrie papetière. 
La laccase a démontré un potentiel significatif dans l' enlèvement de ces composés de 
la pâte à papier et des eaux usées de procédé (Zhang et al. , 2005). 
L'habileté de la laccase à former des radicaux libres de lignine peut aussi être 
utilisée dans la modification des fibres de bois. Par exemple, la laccase peut être 
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utilisée pour l' amélioration de l' adhésion des fibres de matériaux lignocellulosiques 
tel que les panneaux de fibres de bois. Il a été démontré que l'utilisation de laccase, 
dans ce type de procédé, permettait d'améliorer les propriétés mécaniques des 
panneaux tout en diminuant l'utilisation de composés adhésifs toxiques (Felby et al. , 
1997; Hüttermann et al. , 2001). 
Une autre possibilité est l' amélioration des propriétés chimiques et physiques 
de produits à base de fibres de bois par le biais du greffage de composés 
lignocellulosiques (Mai et al., 2000). Des études préliminaires ont démontré que les 
laccases peuvent greffer divers composés phénoliques à la surface des fibres de pâte 
kraft (Lund et Ragauskas, 2001; Chandra et Ragauskas, 2002), permettant ainsi 
l' amélioration de certaines de ses propriétés physiques. 
1.5.4 Décontamination des sols 
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) , amsi que d'autres 
composés xénobiotiques, sont une source de contamination majeure et leur 
dégradation est d'une importance capitale pour l' environnement. Les propriétés 
catalytiques des laccases peuvent être utilisées pour dégrader ces composés. Par 
exemple, des hydrocarbures aromatiques polycycliques provenant de dépôts d'huile 
naturelle et de l'utilisation de pétrole ont été dégradés par la laccase (Pointing, 2001). 
Il a été également démontré que les laccases sont capables de détoxifier des résidus 
de munitions composés de 2,4,6-trinitrotoluène (TNT) (Duran et Esposito, 2000). 
1.5.5 Applications dans l' industrie des cosmétiques 
Le monde des cosmétiques utilise également la laccase dans certains de ses 
produits. Par exemple, la laccase est utilisée comme agent oxydant dans certains 
produits de formulation de colorants pour cheveux. La laccase remplace ainsi le 
peroxyde d'hydrogène dans ce type de produit et rend ainsi ce dernier moins irritant 
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(Roure et al. , 1992; Aaslyng et al. , 1996; Lang et Cotteret, 1999). Plus récemment, la 
laccase a été utilisée dans des préparations dermatologiques contenant des protéines 
pour éclaircir la couleur de la peau (Golz-Bemer et al., 2004). 
1.5 .6 Biosenseurs 
Étant donné que les laccases sont capables de catalyser des réactions de 
transfert électronique sans l'ajout de cofacteur additionel, leur utilisation a été 
évaluée dans des biosenseurs pour la détection de divers composés phénoliques, de 
l'oxygène et des azotures (Haghighi et al. , 2003). De plus, des biosenseurs pour la 
détection de certaines drogues ont aussi été développés (Bauer et al., 1999; Lisdat et 
al. , 1997; Leite et al., 2003; Ferry et Leech, 2005). 
1.5 .7 Synthèse organique 
Les laccases ont aussi un grand intérêt en synthèse organique où elles peuvent 
être utilisées dans diverses applications d'oxydation (Semenov et al., 1993; Uyarna et 
Kobayashi, 2002; Nicotra et al. , 2004) ainsi que dans la production de polymères et 
d'agents médicaux (Xu, 1999; Kurisawa et al. , 2003;). La laccase a également été 
utilisée pour la synthèse de colorants phénoliques (Mustafa et al. 2005). 
CHAPITRE II 
ARTICLE SCIENTIFIQUE 1 
2.1 Résumé 
L'absence d'une laccase robuste et abordable est une barrière importante 
empêchant l'utilisation de cette enzyme dans divers secteurs industriels. En utilisant 
un système d'expression efficace développé dans Streptomyces lividans, nous avons 
produit 350 mg L-1 de la laccase bactérienne de Streptomyces coelicolor avec un 
niveau de pureté élevé sans étape importante de purification. Ce niveau d'expression 
est le plus élevé jamais décrit dans la littérature pour une laccase bactérienne. Cette 
enzyme sécrétée peut oxyder divers substrats dans un vaste intervalle de pH : 4,0 pour 
le 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) et 9,0 pour le 2,6-
dimetoxyphénol. De plus, cette laccase bactérienne a la particularité d'être stable dans 
différentes conditions. Elle est stable dans un pH de 3,0 à 9,0, elle est possède une 
bonne thermostabilité à 70°C et une résistance élevée envers certains inhibiteurs 
conventionnels des laccases. En comparaison, la laccase de Trametes versicolor est 
complètement inhibée en présence de ImM d'azoture de sodium (NaN3) , tandis que 
la laccase de S. coelicolor ne démontre aucune perte d'activité dans ces mêmes 
conditions. Dans le but de démontrer les applications potentielles de cette enzyme, 
nous avons vérifié son impact sur la décoloration de l' indigo carmine. Cette enzyme a 
été capable de rapidement décolorer cette encre en présence d'un médiateur naturel, 
soit le syringaldéhyde. 
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Abstract The lack of a commercially avai lable robust 
and inexpensive laccase is a major barrier to the 
widespread application of this enzyme in various indus-
trial sectors. By using an efficient system developed in 
Streptomyces /ividans, we have produced by homologous 
expression 350 mg L- 1 of a bacterial laccase with a high 
purity and without any extensive purification. This is the 
highest production yield repOlted in the literature for a 
bacterial laccase. The secreted enzyme achieved oxidation 
under a wide pH range depend ing on the substrate: 4.0 for 
2,2' -azino-bis(3-ethylbenzoth iazol ine-6-sulfonate) and 9.0 
for 2,6-dimethoxyphenol. Furthermore, this bacteriallaccase 
was found to be quite resistant under various conditions. It 
withstands pH from 3.0 to 9.0, shows a great thermostab ility 
at 70°C and was highly resistant toward conventional 
inhibitors. For instance, whi le the laccase of Trametes 
versic%r was completely inhibited by 1 mM NaN 3, the 
laccase of Streptomyces coe/icolor was fully active un der 
the same conditions. To assess app lication potential of this 
laccase, we have investigated its ability to decolourise 
Indigo carmine. This enzyme was able to rapidly decolou-
lise the dye in the presence of sytingaldehyde as a redox 
mediator. 
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Introduction 
The first laccase studied was from Rhus vernicifera in 
1883 , a Japanese lacquer tree, from which the designation 
laccase was derived (Yoshida 1883). Laccases are defined 
in the Enzyme Commission nomenclature as oxidoreduc-
tases acting on diphenols and related substances using 
molecular oxygen as acceptor (EC I.l 0.3.2). They are 
multicopper proteins found mostly in plants and fungi but 
also in some bacteria (Alexandre and Zhulin 2000; Claus 
2004; Sharma et al. 2007). The protein structure acts as an 
intricate ligand for the catalytica lly active coppers, provid-
ing them with a coordination sphere where changes 
between the reduction states are thennodynamically possi-
ble. They contain at least one type-l copper, which is 
associated to the oxidation site, and typically harbour at 
least three additional coppers: one type-2 and two type-3 
coppers arranged in a trinuclear cluster. This c1uster is 
associated to the site where reduction of molecular oxygen 
occurs (Bertrand et al. 2002; Hakulinen et al. 2002; Piontek 
et al. 2002; Enguita et al. 2003). 
Laccases are of particular interest with regard to various 
commercia l applications because oftheir ability to oxidise a 
wide range of relevant substrates. Thus, research is being 
carried out in various fie lds of interest: texti le, pulp and 
paper, food and cosmetics industries , as weil as in 
bioremediation, biosensor, biofuel and organic synthesis 
applications (Mayer and Staples 2002 ; Burton 2003 ; 
Kenealy and Jeffries 2003 ; Claus 2004; Rodriguez Couto 
et al. 2006; Minussi et al. 2007). Few commercialised 
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laccase products are already available: Denilite T and TT 
from Novozymes (Den mark) and Zylite from Zytex (Tndia), 
to name a few. These products are used in the textile 
industry for denim bleaching. Usually, mediators are used 
with laccase in order to optimise the process. Once oxidised 
by the enzyme, these molecules act as electron scavengers 
and attack the dye, which results in bleaching in the end 
(Camarero et al. 2005 ; Moldes and Sanroman 2006). 
The majority of laccases characterised so far were 
derived from lignin-degrading fungi (Leonowicz et al. 
2001 ). However, laccases are also widespread in the 
prokaryotic kingdom, and a surprisingly limited amount 
of relevant information has been published (Alexandre and 
Zhulin 2000; Claus 2004; Sharma et al. 2007). One of the 
most studied bacterial laccase so far is CotA, an endospore 
coat component of Bacillus subtilis (Hullo et al. 2001 ; 
Martins et al. 2002; Enguita et al. 2003). Bacterial laccases 
like CotA or the one from Streptomyces /avendu/ae REN-7 
(STSL) were found to have the highest thermal stability of 
ail laccases studied (Mmtins et al. 2002; Suzuki et al. 
2003). Despite such stability and the numerous advantages 
prokaryotic enzyme production may offer over eukaryotic 
production, industrial use of bactelial laccase is still not 
viable because it is limited by extremely low production 
yield (Martins et al. 2002; Endo et al. 2003 ; Suzuki et al. 
2003). Improvement of production yield wou Id have a 
tremendous impact on laccase application in a wide array of 
applications, including dye decolourisation. 
Recently a laccase was found in Streptomyces coelic% r, 
a Gram-positive soil bacteria, and partially characterised 
(Machczynski et al. 2004). Despite its low redox potential 
and the low expression yield repolted, this enzyme displays 
interesting features: it has a relatively small size (- 32 kDa) 
and a high activity under alkaline pH (Machczynski et al. 
2004). On the contrary, many known fungal laccases are 
mostly active under acidic pH (Sharma et al. 2007). S. 
coe/ic%r laccase might prove to efficiently oxidise 
phenolic compounds under alkaline conditions and be 
developed into viable product for the textile industries. 
Tn this report, we have c10ned and isolated the laccase 
gene of S. eoe/ic%r to investigate its potential uses for 
industrial applications. Because bacterial laccases are 
notoriously difficult to express (Martins et al. 2002; Endo 
et al. 2003; Suzuki et al. 2003), the primary objective of 
this work was to focus on the development of an efficient 
prokaryotic production system in Streptomyces. This is one 
of the major obstacles for future profitable industrial 
applications with laccase (Rodriguez Couto et al. 2006). 
Because there is little information on the laccase of S. 
eoelic%r, we also wanted to characterise this enzyme 
further to determine its range of activity and stability under 
different conditions (pH and temperature) as weil as its 
resistance to various inhibitors. Finally, the enzyme was 
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tested for the decolourisation of an indigo dye, in a way to 
assess its applicability in textile industry. 
Materials and methods 
Substrates and chemicals 
Unless specified otherwise, ail substrates and chemicals 
were of analytical grade or better and purchased from 
Sigma-Aldrich. 
Organisms and vectors 
Streptomyces /ividans IAF 1 0-164 (msiK -), a xylanase- and 
cellulase-negative mutant, served as host strain for the 
recombinant plasmid (HUltubise et al. 1995). Plasmid 
pIAFD95A was used for gene expression (Gift of F. 
Shareck). 
Cloning of the laccase gene 
The coding sequence for the laccase of S. coe/ic%r A3(2) 
was available from Genbank (accession number CAB45586). 
The structural gene was mnplified from total DNA of S. 
coelic%r A3(2) by polymerase chain reaction (PCR) using 
the following primers: 5-GAAACGCATGCACAGGCGAG-
GCTTTAACCG-3 (F) and 5-CCTGGAGCTCAGTG 
CTCGTGTTC-GTGTGCG-3 (R). The forward primer (F) 
introduced a SphT site (underlined) on the start codon 
(italic) and the reverse primer (R) introduced a SacI 
(underlined) after the stop codon (italic). The amplification 
product was digested with SphT- SacI and c10ned into 
plasmid pTAFD95A. Protoplasting, transfonnation of the 
mutant IAF 1 0-164 and spore preparations, was performed 
as described by Kieser et al. (2000). Screening of 
Streptomyces transformants was carried out using the 
colony-PCR technique (Ward 1992). DNA extracts were 
sequenced and analysed with an ABI Prism 3100 to 
confinn the sequence of the c10ned gene. 
Culture conditions 
The strain was maintained on a 7-day-old fresh Bennett 
agar containing a modified yeast-extract malt-extract 
medium, in which 0.4% maltose was substituted for 
glucose. Spore suspensions prepared from such slants were 
used as inocula for vegetative cultures in lOO-mL trypticase 
soy broth (TSB) with glass beads. Incubation was carried 
out at 34°C on a rotary shaker at 240 rev./min for a period of 
24 h. Enzyme production was camed out in 1 L Erlenmeyer 
flasks containing 80 mL of M I4 medium, as previously 
described by Kluepfel et al. ( 1990), using 1% (v/v) of 0-
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xylose as main carbon source. The flask cultures were 
incubated at 34°C on a rotary shaker at 240 rev./min for 
72 h. 
Prote in pUlification 
The fermentation broth was recovered by centrifugation at 
Il ,000 xg for 30 min at 4°e. Prior to protein purification, 
the laccase supernatant was incubated overnight with 
25 fl.m of CUS04 to restore the enzymatic activity. The 
supernatant was then filtered on a 0.2-fl.m membrane to 
retain any floating particles and concentrated fivefold by 
ultrafiltration with an Amicon system (Millipore) using a 
10-kDa cutoff membrane. 
Enzymatic activity and protein determination 
Laccase activity was determined at 25°C using 2,2'-azino-
bis(3 -ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) or 2,6-
dimethoxyphenol (DMP) as the substrate. The oxidation 
of the substrate was detected by measuring the absorbance 
at 420 nm for ABTS (c=36,000 ~Icm-I; Childs and 
Bardsley 1975 ) and at 470 nm for DMP (c = 
27,500 M- 1 cm - 1; Jaouani et al. 2005). The reaction mixture 
(300 fl.L) contained 5 fl.L of appropriately diluted enzyme 
sample, 150 fl.L of 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
(MES)-glycine buffer (0.1 M, pH 4.0), 20 fl.L of 60 mM 
ABTS or DMP and 125 fl.L of H20dd. Activity was 
calculated in international unit which is the amount of 
laccase that oxidises 1 fl.mol of substrate per minute. The 
protein content was detennined at 595 nm using the Pierce 
Coomassie Plus protein assay reagent (Bradford 1976) with 
bovine serum albumin as a standard. The absorbance was 
measured with a Multiskan Ascent spectrophotometer 
(Thermo Electron, Inc ., USA). Ali the assays were 
perfonned in triplicate. 
Gel electrophoresis 
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE) was performed according to the 
protocol of Laemml i ( 1970) with N uSep precast 10% 
Tris- Tricine gel (Nu Sep, GA, USA), using a Mini-Protean 
II vet1ical electrophoresis system (Biorad, CA, USA). 
Protein bands were stained with Coomassie Brilliant Blue 
and the molecular mass of the purified laccase was 
detennined by the re lative mobility of the Biorad silver-
stained SDS-PAGE standards, low range, run alongside. 
Zymogram was performed by washing the native PAGE-
unstained Tris- Tricine gel with Triton 1 % for 30 min. The 
gel was stained afterward with ABTS (6 mM) in 50 mM 
MES- glycine buffer (pH 4.0) for 30 min at 37°C (Mufioz 
et al. 1997). 
Effect of pH and temperature on laccase activity 
and stability 
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The effect of pH on laccase activity was detennined within 
a pH range of 3.0-11.0 using ABTS or DMP as the 
substrate in 50 mM MES- glycine buffer. Optimum tem-
perature of the purified laccase was examined over the 
temperature range of 30-70°C with ABTS as the substrate 
at its optimal pH value. The effect of pH on the enzyme 
stability was investigated by measuring the remaining 
activity after incubation for 48 h at 30°C in 50 mM 
MES- glycine buffer (PH 3.0- 11.0). Thennal denaturation 
of the enzyme was performed by measuring residual 
activity at 30°C after incubating the enzyme 10 min 
between 30°C and 100°e. The thetmal stability of laccase 
was detennined in 50 mM MES- glycine buffer (optimum 
pH) for 2 h at 70°C. Ali enzymatic assays were automated 
on a Biomek 2000 platfonn (Beckman-Coulter, Inc.) and 
performed in triplicate. 
lnhibitors effect on laccase activity 
The effect of sodium azide (NaN3) and ethylenediaminete-
traacetic acid (EDT A) on laccase activity were determined 
after 10-min incubation of the enzyme with the inhibitors at 
30°C. The assays were perfonned in triplicate. 
Dye decolourisation by laccase 
The decolourisation of Indigo carmine by laccase was 
tested with and without syringaldehyde as mediator (60-
mM so lution prepared with ethanol). The reaction mixture 
(300 fl.L) contained 50-mM MES- glyc ine buffer (pH 9.0), 
dye (final concentration 25 fl.M), purified e nzyme 
(lOO mU) and mediator solution (final concentration 
1 mM). Reactions were initiated by enzyme addition and 
incubated at 45°C for 60 min . Control samples were run in 
pat·allel with a deactivated enzyme (boiled for 20 min) 
under identical conditions. Dye decolourisation was deter-
mined by measuring absorbance at 595 nm (maximum 
wave length of the dye) and expressed in percentage of 
decolouri sation. Decolourisation assays were performed in 
triplicate. 
Results 
Cloning of the laccase gene from S. coe/ic%r in S. lividans 
The structural laccase gene was amplified from S. cae/i-
c%r A3(2). The amplicon was inserted into the Strepto-
myces expression-secretion vector pIAFD95A between 
SphI and SacI sites, resulting in a 6.3-kb plasmi d 
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(pIAFD95A-SLAC). This vector had previously been 
constructed with the promoter of the D95A gene from the 
same organism (unpublished data). The resultant plasmid 
was transfolmed into S. lividans 10-164. Colony-PCR 
screening (Ward 1992) was applied to select the right clone 
constructions for further investigation. Sequence analysis 
showed that the DNA sequence of the laccase gene was 
1,029 bp encoding a 343 amino acids prote in identical to 
that of CAB45586. Good transformants were selected for 
the production of the recombinant protein using liquid 
cultures. 
Expression of the laccase gene in S. lividans 
Laccase production was performed in shake flask liquid 
cultures grown in TSB or M 14 media. SDS-PAGE (Fig. l a) 
and native gel (Fig. 1 b) electrophoresis were performed to 
confirm protein expression and enzymatic activity from the 
transformants. The expression system produced laccase 
with a high purity yield (90- 95%) without any additional 
purification steps. The molecular weight of the prote in is 
around 32 kDa which corresponds to the one obtained by 
Machczynski et al. (2004). Laccase from S. coe/icolor 
(named "SLAC") was routinely produced with a high yield 
(350 mg L- 1) and its specific activity was 8 U mg- I with 
ABTS. This is the highest production yield, for a bacterial 
laccase, reported in the literature. 
Effect of pH on laccase activity and stability 
The optimum pH of the enzyme was 4.0 for ABTS and 9.0 
for DMP (Fig. 2). Such pH dependence varies from that of 
Trametes versicolor laccase (named "Tv Lac", Sigma-
Aldrich). This enzyme is optimally active at pH 4.0 for 
A) kOa M Ctl 1 B) Ctl 1 
66.2 
45.0 
31 .0 
21.5 
14.4 
Fig. 1 SDS-PAGE (a) and native PAGE (b) analysis of laccase from 
S. coe/icolor. a The gel was stained with Coomass ie Brilliant Blue. 
Leme M: SDS-PAGE standards; lane Ct/: culture supernatant without 
the plasmid C I 09-SLAC concentrated fivefo ld; fan e 1: SLAC 
supernatant concentrated fivefold . b Activity staining with 6 mM 
ABTS in 50-mM MES- glycine buffer (PH 4.0). L(me Ct!: supernatant 
obtained from the same host without the plasmid CI 09-SLAC 
concentrated fivefold ; lane /: SLAC supernatant concentrated fivefold 
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Fig. 2 Effect of pH on the activity of SLAC. Activity was measured 
in the presence of 6 mM ABTS (closed circle) or DMP (open circle). 
Relative activity was nonnalised to the maximal activity achieved 
wh en using either substrate at the optimal pH 
both ABTS and DMP under the same conditions (data not 
shown). SLAC conserved ail its activity between pH 3.0 to 
9.0 when it was incubated for 48 h at 30°C (data not 
shown). ln comparison, TvLac conserved ail its activity 
between pH 3.0 to 6.0 in the same conditions. 
Effect of temperature on laccase activity and stability 
At pH 4.0, the optimum temperature for SLAC was 60°C 
(data not shown). Thermal denaturation of SLAC and TvLac 
were studied by incubating the enzymes for 10 min at various 
temperatures. Under these conditions, SLAC was able to 
retain more than 90% of its initial activity up to 70°C, but 
TvLac was unstable when treated above 60°C (Fig. 3). 
Figure 4 shows the time course of SLAC and TvLac activity 
decline when incubated at 70°C. SLAC retained 90% of its 
initial activity for up to 25 min of treatment and had a half-
life of 110 min. TvLac lost almost ail its activity after 
30 min. These results confirm SLAC superior thermostability 
in comparison to that of TvLac. 
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Fig. 3 Effect of thennal denaturation of TvLac and SLAC. Residual 
activity (%) of TvLac (open circle) and SLAC (closed circle) was 
measured after IO-min incubation at di fferent temperatures 
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F ig. 4 Effect of temperature on stability at 70°C for TvLac and 
SLAC. Residllal activi ty (%) of TvLac (open circle) and SLAC 
(closed circle) was monitored after 120-min incubation at 70°C, 
pH 4.0 
Inhibitors effect on laccase acti vity 
The effect of sorne putative laccase inhibitors was studied 
and resul ts are summarised in Table 1. lnterestingly, SLAC 
showed a higher res istance to metal ion chelation by EDTA 
compared to TvLac. TvLac was also completely inhibited 
by 1.0 mM sodium azide while SLAC was not affected. 
These resul ts indicate that SLAC was highly resistant to 
these typical laccase inhibitors. 
Dye decolouri sation by laccase 
The purified laccase could efficiently decolouri se the indigo 
dye with syringaldehyde as redox mediator. As shown in 
Fig. 5, more than 85% decolourisation for the dye (25 ~M) 
was obtai ned within 20-min incubation at 45°C with 
100 mU ml-lof laccase in 50-mM MES- glycine buffer 
(pH 9.0). The enzyme alone could also decolouri se the dye 
but with a mu ch lesser extend (8% within 60 min) in the 
same conditions. 
Discussion 
Laccase genes are usually expressed at very low levels in 
the native hosts, but recently two stud ies have demonstrated 
great potential for higher expression (Lomascolo et al. 
Table 1 Inhib itors effect on laccase activity 
Inhibitor Concentration (mM) Relati ve acti vity (%) 
TvLAC SLAC 
one 100 100 
EDTA 1 100 100 
10 82 100 
a 3 1 0 100 
10 0 78 
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Fig. 5 Decolounsation of Indigo cann ine by SLAC. SLAC alone 
(opel! circle) and SLAC with syri nga ldehyde as medl~tor (closed 
square) after 60 min at 45°C, pH 9.0. No decolollTlSaUOn was 
achieved when syringaldehyde was lIsed without SLAC (data not 
shown) 
2003 ; Alves et al. 2004). The max imum reported lacca e 
production level has been obtained using Pycnoporus 
cinnabarinus ss3 , with ethanol as an inducer. It yielded an 
average of 1,000- 1,500 mg L - 1 (Lomasco lo et al. 2003). In 
another study with P cinnabarinus, a similar yield was 
c\aimed (1,000- 1,200 mg L - l, Alves et al. 2004). In that 
case, the homologous laccase gene was placed under the 
regulati on of the promoter of a glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase gene from Schizophyllum commune. In 
comparison to su ch commercially viable production yields, 
the production of bacterial laccases has been limited by an 
extremely low production yield . For example, the produc-
tivity of the laccase of S. lavendulae was very low with a 
yield of 0.045 mg g- I mycelia (Suzuki et a l. 2003). When 
produced in Escherichia coli, its laccase expression yielded 
30 mg L- 1 but the recombinant enzyme formed aggregates 
and was difficult to purify (Suzuki et al. 2003). Production 
of B. subtilis laccase in E. coli also resulted in extensive 
intracellular aggregation, resulting in only 10% extraction 
yield for the heterologous laccase (Martins et al. 2002). To 
our knowledge, the production system provided here is the 
first high expression system reported so far for a bacterial 
laccase. In shake fl ask liquid cul tures, it produced a 
considerably large amount of laccase, 350 mg L - 1 with a 
high puri ty yield (90-95%). Because the enzyme is secreted 
in the media, no extensive purification system was requi red. 
We expect to get a higher production yield with fe rmenta-
tion cultures. Because it is a bacterial expression system, it 
has the benefit of being relatively simple to use compared 
to a fun gal expression system which is much more difficult 
to work with. 
The acti vity of SLAC is remarkable in that it achieved 
ox idation of substrates over a wide pH range. SLAC 
demonstrated optimum ox idation of a phenolic substrate 
li ke ABTS at pH 4.0 while another phenolic substrate like 
DMP at an opti mum at pH 9.0. Our comparison with T 
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versicolor confinned an optimum at pH 4.0 for ABTS and 
DMP in the same conditions. Other studies on funga l 
laccase also point out that the optimum pH for oxidation of 
DMP is at an acidic pH (Slomczynski et al. 1995; Perie et 
al. 1998; Galhaup et al. 2002; Madzak et al. 2006). Because 
SLAC is also stable in a broad pH range (3.0 to 9.0), it is an 
excell ent enzyme for various potential industrial applica-
tions, especially with phenolic compounds found in the 
textile industry. 
Interestingly, SLAC also showed a high thennal stabili ty. 
It has a half-life of 1 0 min at 90°C and 120 min at 70°C 
which is much better than TvLac. Other thennostab le 
laccases have been pub lished (Chefetz et al. 1998; Martins 
et al. 2002; Suzuki et al. 2003) and SLAC thennostabi lity is 
to some ex tent comparable to the one of S. lavendulae 
REN-7 laccase (STSL; Suzuki et al. 2003). This abi li ty to 
resist to higher temperature is a great asset for future 
industrial applications with this enzyme. 
Another remarkable property of SLAC versus other 
laccases is its higher res istance towa rd conventional 
inhibito rs. While laccases li ke Tv Lac or STSL are 
completely inhibited by 1 mM NaN3 (Suzuki et al. 2003), 
SLAC remained at a 100% activi ty. Moreover, even at 
10 mM, the enzyme is still active. Interestingly, EpoA, 
which shows a high a.a. sequence homology with SLAC 
(7 1 %), also have a higher resistance toward comrnon 
laccase inhibitors (Endo et al. 2003). There must be 
something in their 3D structure, possibly linked to the 
trinuclear copper cluster site, which gave them that abili ty. 
Investigation ofthese enzymes' crystalline structures might 
revea l the origin of this res istance. 
The primary use of Indigo camline in the textile industry 
is as a dye fo r cotton work clothes and blue j eans. 
Commercial fonnulations of laccase are used to bleach 
denim. Those fonnul ations are known to contain redox 
mediator to help in the bleaching process but their exact 
nature is undisclosed. A prev ious study suggests that 
syringa ldehyde and acetosyringone were two of the best 
natural redox mediators to use for dye decolourisation 
(Camarero et al. 2005). In our study, we have shown the 
decolourisation of Indigo cannine with SLAC. Our results 
showed that SLAC alone was able to decolourise Indigo 
cannine partially after a 60-min treatrnent at 45°C. But 
deco louri sati on was more effi cient in the presence of 
syringa ldehyde. More than 85% deco lourisation was ob-
served after only 20 min . These results suggest a potential 
use of laccase for dye decolouri sation at the industrial level. 
Further stud ies are needed to evaluate the potential of SLAC, 
in combination with different mediators, to decolourise 
various types of dye employed in the textile industry. 
The need of a robust and inexpensive laccase is essential 
to overcome the major barriers that restrict the use of thi s 
class of enzyme in the industrial sector. By way of a 
~ Springer 
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bacterial expression system, we have shown that we cou Id 
produce a large amount of laccase with a high puri ty yield . 
No extensive purification system was required. The enzyme 
produced possesses a broad pH working range and shows a 
high thermostability. This enzyme also showed a good 
potential for rapid deco lourisation ofTndi go camline with a 
redox mediator. FUl1her studies will look into a more in-
depth evaluatioll of dye decolourisation potential and 
optimisation of the expression system. In addition, because 
the bacterial production system used in thi s study is readily 
amenable to the development of accelerated evolution 
strategies, we will also in vestigate strategies for further opti-
misation of the enzyme for various industrial applications. 
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CHAPITRE III 
ARTICLE SCIENTIFIQUE 2 
3.1 Résumé 
Une des conséquences de la fabrication d' encres et de colorants, ainsi que de 
l'utilisation de ces derniers dans l'industrie du textile, est le rejet d' eaux usées 
colorées. Deux pour cent de toutes les encres fabriquées est perdu directement dans 
les cours d'eau et plus de 10% est également perdu pendant le procédé de coloration 
du textile. Ce n' est donc pas surprenant que ces composés soient devenus une 
préoccupation environnementale majeure. Dans ce contexte, nous avons évalué 
l'utilisation potentielle d' une laccase bactérienne pour la décoloration de diverses 
encres avec ou sans la présence d'un médiateur. Dans tous les cas étudiés, nos 
résultats ont démontré que la laccase, combinée à l'acétosyringone, est capable de 
rapidement décolorer tous les colorants testés à divers degrés. En seulement 10 min, 
94% de l'indigo carmine, 91 % du bleu de Chicago et 65% du Reactive black 5 ont été 
décolorés. De plus, sur une période de 60 min, il a été observé que 21 % du Reactive 
blue 19 et 39% du rouge de Congo ont été décolorés. Ces résultats démontrent 
l'utilisation potentielle de cette laccase en combinaison avec l'acétosyringone, un 
médiateur naturel, pour la décoloration de diverses encres. 
3.2 Présentation de l'article et contribution des auteurs 
Decolourization of recalcitrant dyes with a laccase from Streptomyces coelicolor 
under alkaline conditions. 
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Abstract Colored wastewater from textile industries is a 
consequence of dye manufacturing processes. Two percent 
of dyes that are produced are discharged directly in aqueous 
effluent and more than 10% are subsequently lost during the 
textile coloration process. It is not surprising that these 
compounds have become a major environmental concern. 
ln that context, we have evaluated the potential use of 
Streptomyces coelicolor laccase for decolourization of vari-
ous dyes with and without a mediator. Results showed that 
in ail cases the combination of laccase and the mediator 
acetosyringone was able to rapidly decolourize, to various 
degrees, ail the dyes tested. In 10 min, decolourization was 
achieved at 94% for acid blue 74, 91 % for direct sky blue 
6b and 65% for reactive black 5. Furthermore, decolouriza-
tion was achieved at 21 % for reactive blue 19 and at 39% 
for the direct dye Congo red in 60 min. These results dem-
onstrate the potential use of this laccase in combination 
with acetosyringone, a natural mediator, for dye decolouri-
zation. 
Keywords Laccase · Mediator· Textile· Dye· 
Decolourization . Wastewater 
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Introduction 
The first laccase studied was from Rhus vernicifera in 1883, 
a Japanese lacquer tree, from which the designation laccase 
was derived [1]. Laccases are defined in the Enzyme Com-
miss ion nomenclature as oxidoreductases acting on diphe-
nols and related substances using molecular oxygen as 
acceptor (EC 1.10.3.2). They are multicopper proteins 
found mostly in plants and fungi but also in sorne bacteria 
[2-4]. The protein structure acts as an intricate ligand for 
the catalytically active coppers, providing them with a 
coordination sphere where changes between the reduction 
states are thermodynamically possible. They contain at 
least one type-l (Tl) copper, which is associated to the oxi-
dation site, and typically harbor at least three additional 
coppers: one type-2 (T2) and two type-3 (T3) coppers 
arranged in a trinuclear cluster. This cluster is associated 
with the site where reduction of molecular oxygen occurs 
[5- 8]. 
Laccases are of particular interest with regard to various 
commercial applications because of their ability to oxidize 
a wide range of relevant substrates. Thus, research is being 
carried out in various fields of interest: textile, pulp and 
paper, food and cosmetics industries, as weil as in bioreme-
diation, biosensor, biofuel and organic synthesis applica-
tions [3, 9- 13]. Few commercialized laccase products are 
already available: Denilite 1 and II from Novozymes (Den-
mark) and Zylite from Zytex (India). These products are 
used in the textile industry for denim bleaching. Usually, 
mediators are used with laccase in order to optimize the 
process. Once oxidized by the enzyme, these molecules act 
as electron scavenger and attack the dye, which eventually 
results in bleaching in the end [14, 15]. 
Dyes are used in numerous industries. While textile 
mills predominantly use them, dyes can also be found in the 
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food, pharmaceutical, paper printing and cosmetics indus-
tries. These compounds retain their color as well as their 
structural integrity under exposure to sunlight and they 
exhibit a high resistance to microbial degradation [16, 17]. 
Because of these properties many of them find their way 
into the environ ment via wastewater treatment facilities. It 
is not surprising that these compounds have become a 
major environmental concern. 
Recently, we have cloned a laccase gene from Strepto-
myces coelicolor and expressed the protein with the goal of 
investigating its potential uses for industrial applications 
[18]. Using an efficient bacterial expression system, large 
quantities of this laccase (SLAC) could be produced with a 
high purity yield and no extensive purification steps were 
required. The enzyme produced possesses a broad pH 
working range and has a high thermostability. This enzyme 
also showed a good potential for rapid decolourization of 
Indigo carmine, with syringaldehyde as redox mediator, at 
pH 9.0 [1 8]. Since most wastewaters from textile industries 
are characterized by a neutral to alkaline pH (around 7-11) 
[19, 20], the potential use of SLAC cou Id be advantageous 
compared to typical fungal laccases which are generally 
acidic by nature and are not active in this pH range. The 
decolourization properties of this bacterial laccase have 
never been extensively studied before. Therefore, the main 
objective of this work was to determine if this enzyme was 
able to oxidize various dyes, with and without a mediator, 
to help in the reduction of their environ mental impact. 
Materials and methods 
Substrates and chemicals 
Unless specified otherwise, all substrates and chemicals 
were of analytical grade or better and purchased from 
Sigma-Aldrich. 
Organisms and vectors 
Streptomyces lividans 1AF1O-164 (msiK-), a xylanase-
and cellulase-negative mutant, served as host strain for the 
recombinant plasmid [21] . Plasmid pIAFD95A was used 
for gene expression. 
Cloning of the laccase gene 
The coding sequence for the laccase of S. coelicolor A3(2) 
was available from Genbank (accession number CAB45586). 
The structural gene was amp1ified from total DNA of 
S. coelicolor A3(2) by PCR using the following primers: 
5-GAAACGCATGCACAGGCGAG-GCTITAACCG-3 (F) 
and 5-CCTGGAGCTCAG7GCTCGTGTIC-GTGTGCG-3 
~ Springer 
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(R). The forward primer (F) introduced a SphI site (under-
lined) at the start codon (italic) and the reverse primer (R) 
introduced a SacI (underiined) after the stop codon (italic). 
The amplification product was digested with SphI-SacI and 
cloned into plasmid pIAFD95A. Protoplasting, transforma-
tion of the mutant IAFI0-164 and spore preparations were 
performed as described by Kieser et al. [22]. Screening of 
Streptomyces transformants was carried out using the col-
ony-PCR technique [23]. DNA ex tracts were sequenced 
and analyzed with an ABI Prism 3100 to confirm the 
sequence of the cloned gene. 
Culture conditions 
The strain was maintained on a 7-day-old fresh Bennett 
agar containing a modified yeast-extract malt-extract 
medium, in which 0.4% maltose was substituted for glu-
cose. Spore suspensions prepared from such slants were 
used as inocula for vegetative cultures in 100 mL trypticase 
soy broth (TSB) with glass beads. Incubation was carried 
out at 34 oC on a rotary shaker at 240 rpm for a period of 
24 h. Enzyme production was carried out in 1 L Erlenmeyer 
flasks containing 80 ml of M I4 medium, as previously 
described by Kluepfel et al. [24], using 1 % (v/v) of D-
xylose as main carbon source. The flask cultures were incu-
bated at 34 oC on a rotary shaker at 240 rpm for 72 h. 
Protein purification 
The fermentation broth was recovered by centrifugation at 
Il,000 x g for 30 min at 4 oc. Prior to protein purification, 
the laccase supernatant was incubated overnjght with 
25 ~m of CuS04 to restore the enzymatic activity . The 
supernatant was then filtered on a 0.2 ~ membrane to 
retain any floating particles and concentrated fivefold by 
ultrafiltration with an Amjcon system (Millipore) using a 
10 kDa cut-off membrane. 
Enzymatic activity and protein determination 
Laccase activity was determined at 25 oC using 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS) or 2,6-
dimethoxyphenol (DMP) as the substrate. The oxidation of 
the substrate was detected by measuring the absorbance at 
420 nm for ABTS (e = 36,000 M- 1 cm- I) [25] and at 
470 nm for DMP (e = 27,500 M- 1 cm- I) [26]. The reaction 
mixture (300 ~l) contained 5 ~l of appropriately diluted 
enzyme sample, 150 ~I of MES-glycine buffer (0.1 M, pH 
4.0), 20 ~l of 60 mM ABTS or DMP and 125 ~l of H20dd. 
Activity was calculated in international unit (lU) which is 
the amount of laccase that oxidizes 1 ~mol of substrate per 
min. The protein content was determined at 595 nm using 
the Pierce Coomassie Plus protein assay reagent [27] with 
J lnd Microbiol Biotechnol 
Fig. 1 Mediators used in this 
study. a I-hydroxybenzotriazole, 
b 4-hydroxybenzoic acid, 
e 4-acetamido-TEMPO, d syring-
aldehyde and e acetosyringone 
B) 0QOH 
1">:: 
ob 
OH 
bovine serum albumin as a standard. The absorbance was 
measured with a Multiskan Ascent spectrophotometer 
(Thermo electron, Inc. , USA). 
Screening of mediators 
Screening of mediators was done via the decolourization of 
acid blue 74 by SLAC with the various mediators (Fig. 1). 
The mediators selected were I-hydroxybenzotriazole 
(HBT), 4-hydroxybenzoic acid (HBA), 4-acetamido-
TEMPO (TEMPO), syringaldehyde and acetosyringone 
(60 mM solution prepared with ethanol). Those compounds 
are typical laccase mediators used for dye decolourization 
[14, 15, 28]. The reaction mixture (3oo, . .Li) contained 
50 mM MES-glycine buffer (pH 9.0), dye (final concentra-
tion 25 ~tM), concentrated enzyme (100 mU) and mediator 
solution (final concentration 1 mM). Reactions were initi-
ated by enzyme addition and incubated at 45 oC for 60 min. 
Control samples were run in parallel with a deactivated 
enzyme (boiled for 20 min) under identical conditions. Dye 
decolourization was determined by measuring the absor-
bance at 595 nm. The results are expressed in percentage of 
decolouri zation . 
Effect of pH on decolourization 
The effect of pH on decolourization was evaluated via the 
same method used for the mediators screening except that 
the tests were run for 10 min. The pH range tested was from 
3.0 to 11.0 in 50 mM MES-glycine buffer. Only syringal-
dehyde and acetosyringone were evaluated. 
Mediators concentration 
For mediator concentration evaluation, we used the same 
method as in the mediators screening except that the tests 
were run for 10 min. The concentration range tested was 
from 0 to 2 mM. Only syringaldehyde and acetosyringone 
were evaluated. 
Dyes decolourization by laccase 
For this study five dyes with different chemical structures 
were selected (Fig. 2). The decolourization of reactive blue 
19 (RB 19), direct sky blue 6b (DSB6b), acid blue 74 
(AB74), reactive black 5 (RB5) and congo red (CR) by 
laccase were tested with and without a mediator. The 
E) 0) ~o CH3 1">:: H3CO b OCH3 
OH 
mediators selected were syringaldehyde and acetosyrin-
gone. The reaction mixture (300 ~l) contained 50 mM 
MES-glycine buffer (pH 9.0), dye (final concentration 10, 
15 or 25 ~ depending on the dye), purified enzyme 
(100 mU) and mediator solution (final concentration 
1 mM). Reactions were initiated by enzyme addition and 
incubated at 45 oC for 60 min . Control samples were run in 
parallel with a deactivated enzyme (boiled for 20 min) 
under identical conditions. Dye decolourization was deter-
mined by measuring the absorbance at 595 nm for RB 19, 
DSB6b, AB74, RB5 and 492 nm for CR. The results are 
expressed in percentage of decolourization . 
Data analysis 
Enzymatic activity, protein determination, mediator screen-
ing and decolourization assays were performed in triplicate. 
Ali standard deviations were below 10% of the mean values 
presented. 
Results 
Mediator screening and dye decolourization conditions 
Among the five phenolic compounds screened as laccase 
mediators, two allowed a high decolourization of AB74 
(indigo carmine) with the use of SLAC (Fig. 3). While 
HBT, HBA and TEMPO did not give a better decolouriza-
tion than laccase alone, syringaldehyde and acetosyringone 
produced decolourization of 89 to 95%, respectively, in 
20 min. Since they yielded the highest decolourization as 
rate means per min, they were selected for additional stud-
ies with different types of dyes. 
The optimum pH for phenolic compound oxidation by a 
laccase may vary depending on the substrate used. For 
instance, the optimal pH for ABTS and DMP oxidation by 
SLAC was pH 4.0 and 9.0, respectively (Fig. 4). With 
syringaldehyde or acetosyringone the best decolourization 
results in 10 min, for AB74, were obtained between pH 
7.0-9.0 (Fig. 5). Thus, subsequent decolourization assays 
were performed at pH 9.0. 
For economical purposes, the concentration of various 
mediators was deterrnined for the assays . The lowest medi-
ator concentration used, for syringaldehyde or acetosyrin-
gone, to reach the highest decolourization of AB74 in 
10 min, was achieved at 1.0 mM (Fig. 6). Thus, subsequent 
~ Springer 
J Ind Microbiol Biotechnol 
Fig.2 Oyes used in this study. 
a Reactive blue 19, b acid blue 
74, c direct sky blue 6b, d reac-
tive black 5 and e Congo red 
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Fig.3 Mediators screening via the decolourization of AB74 with 
SLAC. SLAC alone (open circle), SLAC with TEMPO (closed circle), 
SLAC with HBT (closed triangle), SLAC with HBA (open triangle), 
SLAC with syringaldehyde (closed square) and SLAC wi th acetosy-
ringone (open square) after 60 min at 45 oC, pH 9.0. No decolouriza-
tion was achieved when mediators were used without SLAC (data not 
shown). Ali standard deviations were below 10% of the mean values 
presented 
decolourization assays were performed with a mediator 
concentration of 1.0 mM. 
Decolourization of different types of dyes 
The enzyme SLAC alone or in combination with a mediator 
was used to evaluate the oxidation of the various dyes. 
Syringaldehyde or acetosyringone were used as laccase med.i-
ator. Table 1 show that SLAC alone was able to decolourize 
~ Springer 
~ 
::R. ~ 
~ 
S 
U 
ro 
Q) 
> ~ 
Qi 
a::: 
2 
2 
100 
80 
60 
40 
20 
O +-~r--O~-r--~--+-~~-+---r--~~ 
2 3 4 5 678 
pH 
9 10 11 12 
Fig. 4 Effect of pH on the activity of SLAC. Activity was measured in 
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using either substrate al the optimal pH. Ali standard deviations were 
below 10% of the mean values presented 
ail the dyes tested but the process is not efficient and needs 
a longer time treatment. Almost no decolourization was 
observed after 1 h. After 5 h, a decolourization of 11-40% 
was achieved for the d.ifferent dyes tested. The addition of 
syringaldehyde or acetosyringone provided better results 
th an the laccase treatment alone. The combination SLAC-
syringaldehyde efficiently decolourized the d.iazo dye 
DSB6b and the indigoid dye AB74 by 81 % or more after 
1 h. However, this combination was inefficient for the deco-
lourization of the anthraquinoid dye RB 19 and the azo dye 
CR. No decolourization was achieved. Our results also 
J Ind Microbiol Biotechnol 
100 
80 
~ e....-
t:: 
0 60 
~ 
N 
. :::: 
:::J 40 0 
ë5 () 
al 
Cl 
20 
O +-~>--C~-r--~--+---~-+---r--~~ 
2 3 4 5 678 
pH 
9 10 11 12 
Fig.5 Effect of pH on mediator oxidation of AB74. SLAC with sy-
ringaldehyde (closed circle) and SLAC with acetosyringone (open cir-
cle) in MES- glycine buffer pH 3.0-11.0 after 10 min at 45 oC. Ali 
standard deviations were below 10% of the mean values presented 
80 
~ e....-
t:: 60 0 
~ 
N 
''::: 
:::J 40 0 
ë5 
() 
al 
Cl 20 
Mediator concentration (mM) 
Fig. 6 Effect of mediator concentration on the oxidation of AB74. 
SLAC with syri ngaldehyde (closed circle) and SLAC with acetosyrin-
go ne (open circle) in MES-glyc ine buffer pH 9.0 after 10 min at 45 oC. 
Ali standard deviations were below 10% of the mean values presented 
demonstrated that the combination SLAC-acetosyringone 
gave better results than the combination SLAC-syringalde-
hyde. In 1 h, this combination could decolourize ail the 
dyes evaluated in this study. RB19 and CR were the most 
resistant to oxidation by the treatrnent. They were decolou-
rized by 21 and 39%, respectively, in 1 h. This treatment 
has a better efficiency toward DSB6b, AB74 and the diazo 
dye RB5. DSB6b and AB74 were decolourized by 91 % or 
more and RB5 by 65% in only 10 min. 
Discussion 
Colored wastewater is a consequence of batch processes 
both in the dye manufacturing industries and in the 
Table 1 Decolourization of five dyes by SLAC without or with medi-
ators, for different time treatment, at pH 9.0, 45 oC 
Decolourization of dye (%) 
RBl9 DSB6b AB74 RB5 CR 
SLAC 
10min 0 0 0 0 0 
60 min 0 4 8 0 0 
5h 23 20 40 Il 13 
SLAC+ SYR 
10 min 0 64 66 2 0 
60 min 0 8 1 89 17 0 
SLAC + ACE 
10min 1 91 94 65 3 
60 min 2 1 92 95 89 39 
SYR Syringaldehyde, ACE acetosyringone, concentration of 1 mM 
Ali standard deviations were below 10% of the mean values presented 
dye-consuming industries. Two percent of dyes that are 
produced are discharged directly in aqueous effluent, and 
10% are subsequently lost during the texti le coloration pro-
cess [29]. Since there are thousands of commercially avail-
able dyes with over 7 x 105 tons of dye-stuff produced 
annually [30], it is not surprising that these compounds 
have become a major environmental concem. The ability of 
laccase enzymes to degrade different varieties of dyes such 
as azo, anthraquinoid, triarylmethane and indigoid implies 
that it offers potential application in texti le dye bleaching 
processes [ 14, 28]. A study from Claus et al. has demon-
strated that a laccase From Trametes versicolor was able to 
decolourize 3% ofRB5, 82% of AB74 and 63% ofRB19 in 
16 h [28]. In comparison, under the conditions used our 
results showed that SLAC alone was able to decolourize 
I l % ofRB5, 40% of AB74 and 23% ofRB19 in only 5 h at 
pH 9.0. 
Until recently, the development of a successful enzy-
matic solution for the textile industry has been hindered by 
poor kinetics between the enzyme and various dyes. The 
use of small molecules that are able to act as electron trans-
fer mediators between the enzyme and the dye has opened 
up new possibilities in thi s field of research [14, 28]. A pre-
vious study suggested that syringaldehyde and acetosyrin-
gone were two of the best redox mediators to use for dye 
decolourization [14]. In thi s study, we tested the decolouri-
zation of Indigo carmine with SLAC and different synthetic 
and natural mediators (HBT, HBA, TEMPO, syringalde-
hyde and acetosyringone). Our results did not show higher 
decolourization rate with HBT, HBA and TEMPO than lac-
case al one. These poor results could be attributed to bad 
kinetics between the enzyme and these mediators since 
SLAC is described as a low redox potentiallaccase [31 ]. Nev-
ertheless, our results also demonstrated that syringaldehyde 
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and acetosyringone were the best redox mediators to use for 
dye decolourization. Since these compounds are involved 
in the degradation of lignin by white-rot fungi in the envi-
ronment; they are therefore naturally occurring laccase 
mediators [32]. The use of natural mediators will present 
environmental and economic advantages for future indus-
trial applications. 
The main reason for dye loss is the incomplete exhaus-
tion of dyes on to the fiber. This loss varies from one dye to 
the other and depends on the classification of the dye [33]. 
Up to 20% of the initial dye mass used in the dyeing pro-
cess is lost in the effluent for acid dyes, up to 30% for direct 
dyes and up to 50% for reactive dyes. Reactive dyes make 
up approximately 30% of the total dye market [29]. This 
impact is considerable for the environment and needs to be 
addressed. 
While laccase al one has a limited potential for dye deco-
lourization, the LMS (Iaccase-mediator system) can 
improve significantly the decolourization properties of lac-
case toward various dye c1ass [14, 15, 28]. In a previous 
study, the addition of HBT as mediator increased the lac-
case decolourization level of RB5 from 3 to 70% [28]. 
Under the conditions used, our results showed that in ail 
cases decolourization with the combination SLAC-acetosy-
ringone was better than with laccase alone. This combina-
tion rapidly decolourized ail the dyes tested to various 
degrees. In 10 min, decolourization was achieved at 94% 
for AB74, 91 % for DSB6b and 65% for RB5. In compari-
son, using fungal laccases from Pycnoporus cinnabarinus 
and Trametes villosa, with acetosyringone as mediator, 
other researchers achieved a decolourisation level of 100% 
for AB74 and of 84% for RB5 in less than 10 min at pH 5.0 
[14]. As stated before, most wastewaters from textile indus-
tries are characterized by a neutral to alkaline pH (around 
7-11) [19, 20]. For this application, SLAC offers an impor-
tant advantage compared to typical acidic fungal laccases 
which are not active in this pH range. 
Conclusion 
This study confirms that the particular laccase investigated 
here, SLAC, can use natural mediators and decolourize 
dyes under alkaline conditions. Because of practical appli-
cations in the textile industry for denim bleaching and 
wastewaters treatment at a neutral to alkaline pH, the 
potential use of this alkaline laccase opens up new possibil-
ities for the development of green technology alternatives 
to existing chemical treatment. Future work is under way 
that will examine decolourization potential of this laccase 
toward others dyes and also investigates whether or not the 
resulting products from the dye oxidation are toxic in any 
way. 
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CHAPITRE IV 
ARTICLE SCIENTIFIQUE 3 
4.1 Résumé 
La déposition de la poix du bois (wood pitch) est un problème complexe qui a 
augmenté avec l' introduction de nouvelles pratiques dans l' industrie papetière, telle 
que la fermeture des circuits d'eau fraîche et le recyclage du papier. Dans le procédé 
de fabrication du papier, les particules colloïdales de la poix du bois ont tendance à 
s'agglomérer et à se déposer par la suite sur les fibres de la pâte à papier et sur les 
équipements. Ces dépôts réduisent ainsi l'efficacité des systèmes de lavages, 
augmente la quantité de saletés, d'agents de blanchiment et ils réduisent aussi le 
niveau de blancheur du papier ce qui entrainent des imperfections dans la production 
de ce dernier. La poix du bois est insoluble dans l' eau et est composée d'acides gras, 
d'acides résiniques, de stérols, de stéryl-esters, de triglycérides et de petits fragments 
de lignine. Nous avons travaillé sur le développement d'une solution efficace pour 
réduire la quantité de matières extractibles dans la pâte thermomécanique et les eaux 
de procédés via une approche biotechnologique. L' efficacité de cette méthode a été 
quantifiée par des analyses GC-MS et GC-FID. Les résultats démontrent qu'avec la 
combinaison d'un nouveau surfactant écologique et d'une lipase, nous avons obtenus 
une réduction de 48% du groupe des acides résiniques, de 32% du groupe des stérols 
et de 78% du groupe des triglycérides. En combinant ce traitement enzymatique de la 
pâte avec la décontamination des eaux de procédés via une laccase, cette méthode 
entière devient une alternative efficace pour contrôler le problème global de la poix 
dans l' industrie papetière. 
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Abstract 
BACKGROUND: In the pulp and paper manufacturing process, pitch colloidal particles have a tendency to 
agglomerate and deposit on pulp fibres and equipments. They reduce the efficiency of the washer, increase the 
dirt count and bleach chemical consumption, reduce pulp brightness thus leading to paper defects. Triglycerides 
are considered to be the most problematic compounds during the manufacturing of mechanical and acidic sulfite 
pulps from various softwood species. 
RESUL TS: Using enzyme-based approaches, a pitch control method was developed for use with thermomechanical 
pulping of softwood and for pitch removal from process water. Results showed that with combination of a novel 
biodegradable surfactant and a lipase resin acids, sterols and triglyceride groups were reduced by 48%, 32% and 
78%, respectively, compared with untreated samples. Using laccase treatment of the pro cess water the fany and 
resin acids were reduced by 42% and the lignans by 60%. 
CONCLUSION: By combining the proposed pulp treatment with laccase decontamination of the process water, 
this new method offers an efficient alternative to control the various pitch-associated problems. 
© 2008 Society of Chemical Industry 
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INTRODUCTION 
Wood pitch deposition is a complex problem that has 
increased in importance owing to the introduction of 
new practices in pulp and paper mills, such as water 
systems closure and paper recycling. 1, 2 The term pitch 
is applied to wood extractives and deposits of these 
colloidal particles du ring pulping and papermaking 
processes,2,3 According to the Technical Association 
of the Pulp and Paper Industry (TAPPI), wood 
extractives include a large number of compounds 
that are soluble in organic solvents. The main 
constituents of these extractives are resin acids, free 
fatty acids, triglycerides, sterols and sterol esters. 1.4 - 6 
In addition to apolar wood extractives, degradation 
products such as tannins and small ligrJin fragments 
have also been described as corn mon components 
of pitch deposits.5 During papermaking processes, 
excessive pitch deposition can reduce the efficiency 
of the washer, increase the dirt count and bleach 
chemical consumption, reduce pulp brightness and 
lead to paper defects.7 Toxicity toward fish and other 
organisms, caused by high concentrations of resin 
acids, is also induced by the discharge of pulp and 
paper mill effluents. This is another issue regarding 
the environmental impact of wood pitch,4 leading to 
economic loss for the industry (in the amount of 1 % 
of sales 7) and increased concerns for the environment. 
Various methods are presently used by pulp and 
paper industries to decrease the total amounts of 
extractives during pulping. They consist mainly in 
the application of additives (such as alum, talc, 
dispersants, and lipase enzymes) to the pulp, the 
seasoning of logs or chips, and the use of pitch-
degrading fungi that may be applied as a biological 
treatment to wood before pulping.4 - 12 
Recently, a novel microbial lipase gene has been 
c1oned, and the enzyme expressed with the goal 
of investigating its potential uses for industrial 
applications . Using an efficient bacterial expression 
system, large quantities of lipase (M-Lip) were 
produced with a high purity without extensive 
purification steps. Since the range ofwood extractives 
degradable by lipase enzymes is limited, an original 
approach has been developed which could degrade 
• Correspondence ta: Claude Daneault, Université du Québec à Trois·Rivières, Département de chimie-biologie, 3351 Des Forges, C.P. 500, Trois-Rivières, 
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a broader range of extractives through combination 
of the enzyme treatment with a novel ecological 
surfactant. 
Although pitch reduction with lipase enzymes is 
potentially an efficient biotechnological technique, 
these enzymes act mostly on glycerides but do not 
degrade other extractives that form pitch deposits.7.9· 13 
Thus, enzymes or other ingredients acting on a broader 
range of substrates need to be investigated. In this 
respect, laccase enzymes afford genuine advantages. 
These enzymes are of particular interest with 
regard to various commercial applications because 
of their ability to oxidize a wide range of relevant 
substrates. 14- 19 Accordingly, research on laccase 
enzymes is currently being carried out to evaluate 
its potential for pitch contro1.9.20- 24 Following these 
studies, the combination of a surfactant with this group 
of enzymes has been assessed . Therefore, the objective 
of this work was to compare and evaluate both lipase 
and laccase-based treatments for wood pitch control, 
with the goal of developing an efficient system for the 
pulp and paper industries . 
MATERIALS AND METHODS 
Substrates and chemicals 
Unless specified otherwise, ail substrates and chemi-
cals were of analytical grade or better and purchased 
from Sigma-Aldrich (Oakville, On, Ca). The lipase 
(M-Lip) used in this study was from Streptomyces livi-
dans. A laccase from Trametes versicolor (TvLac) was 
selected for the analysis (Sigma-Aldrich, Cat# 53 739) . 
The surfactant (Surf), an alkanolamide, was obtained 
through collaboration with AgroTerra Biotech (ATB 
Trois-Rivières, Qc, Ca). 
Organisms and vectors 
S. lividans IAF10-164 (msiK-), a xylanase- and 
cellulase-negative mutant, served as host strain for 
the recombinant plasmid.25 Plasmid pIAF933-M-Lip 
was used for gene expression (gift from F . Shareck). 
Culture conditions 
The strain was grown in rich TSB medium 
(27.5 g L - 1) for 48 h at 34 oC, 240 rpm, followed 
by a sub-culture in M 14 minimal medium (per 
liter: 5 g K 2HP04, 1 g KH2P04, 1.4 g (NH4)zS04' 
2 mL Tween 80 and 1 mL Mandels salts) supple-
mented after sterilization with MgS04 (0.03%), CaCl2 
(0.03%) and xylose Cl %) . Thiostrepton was added to 
a final concentration of 5 Ilg mL - 1 in liquid broth. 
Samples were collected after 72 h of incubation and 
kept at 4 oC. 
Protein purification 
M-Lip was provided by IAF-ATB and was filtered 
through a 0 .21lm membrane to retain any floating 
particles and concentrated 5-fold by ultrafiltration with 
an Amicon system (Millipore, Massachusetts, USA) 
using a 10 kDa cut-off membrane. 
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Enzymatic activity determination 
Lipase activity was measured spectrophotometrically 
with chromogenic synthetic substrate of p-nitrophenyl 
esters. Hydrolysis of the substrate yields p-nitrophenol 
(pNP), which was monitored at 405 nrn with a Cary 
(Varian, Inc. , Palo Alto, Ca, USA) 300 WinJUV 
spectrophotometer. Substrates were dissolved in 
isopropanol and used at a final concentration of 
0.9 mmol L - 1. Purified enzymes were kept on ice 
and added just before starting the reaction.26 One 
international unit (lU) of lipase was defined as 
the amount of enzyme needed to liberate 11lmol 
of pNP min- 1 using p-NP-palmitate as substrate. 
Laccase activity was deterrnined at 25 oC using 2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS) 
as the substrate. Substrate oxidation was detected 
by measuring the absorbance at 420 nm for ABTS 
(s = 36000 mol L - 1 cm-1 )27 with a Multiskan Ascent 
spectrophotometer (Thermo electron, Inc., USA) . 
The reaction mixture (300 !1L) contained 5!1L of 
appropriately diluted enzyme sample, 150 ilL of 
MES-glycine buffer (0.1 mol L - 1, pH 4.0), 20 ilL 
of 60mmol L- 1 ABTS or DMP and 125 ilL of H 20 
dd. Activity was ca1culated in international unit (IU) 
which is the amount of laccase that oxidizes 11lmol 
substrate min-1. AlI enzymes kinetics were measured 
in triplicate over a time period of 5 min. 
Pulp sample 
Thermomechanical pulp (TMP) samples were 
obtained from a Canadian newsprint mill in Quebec. 
The pulp was collected after the latency chest. The 
wood furnished was a mixture of softwood species. 
The pulp samples were maintained at 4 oC prior to 
experiments. 
Biochemical treatments of the pulp samples 
The biochemical treatments of the pulp samples 
were carried out at 60 oC for 2 h. Treatments were 
performed at pH 6.0 with lipase and pH 5.0 with 
laccase. The enzymatic dosage applied was 10 IU 
for the lipase and 5 IU for the laccase per g of 
air-dried pulp (lU g- I). The concentration of the 
surfactant applied to the pulp samples was 0.1% 
v/v. Each treatment was carried out with 10 g of 
pulp, at a consistency of 4%, in 2 L flasks and 
under agitation (250 rpm). Control treatments were 
prepared under the same conditions with inactivated 
enzymes (boiled for 20 min). Control and treated pulp 
samples were washed with deionized water after the 
treatments and filtered through a Büchner funnel with 
a Whatman #934-AH filter paper. The pulp samples 
were air-dried overnight to remove residual water 
before subsequent analysis. AlI pulp treatments were 
performed in triplicate . 
Laccase treatment of the process water samples 
A pulp sample was filtered on a Büchner funnel 
with a Whatman #934-AH filter paper to recover 
the process water. A laccase treatment of this water 
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sample was carried at 60 oC, pH 5.0 for 2 h . The 
enzymatic dosage applied was 20 lU L -1 . Each 
treatment was done with 200 mL in 1 L ftasks and 
under agitation (250 rpm. Control treatments were 
performed under the same conditions with inactivated 
enzymes (boiled for 20 min). The treatments were 
carried out in triplicate. 
Pulp and process water extractives recovery 
Pulp extractives were obtained by a Soxhlet extraction 
carried out according to TAPPI standard procedure 
(T-280) using acetone as a solvent. The acetone 
containing extractives was partially evaporated and 
then made up to 50 mL. Process water extractives 
were obtained according to the method described by 
Orsa and Holmbom28 with small modifications using 
methyl tertiary-butyl ether (MTBE) as a solvent. The 
MTBE containing extractives was partially evaporated 
and then made up to 300 ~L. 
Gas chromatography (GC) 
1 00 ~L samples were used for gas chromatography 
analysis. Extractives groups, including fatty and resin 
acids, sterols, steryl esters, triglycerides and lignans 
were measured as N,O-bis(trimethylsilyl) triftuoroac-
etamide (BSTFA, Supe1co) derivatives by gas chro-
matography. GC- FID (ftame ionization detection) 
analyses were performed on a Agilent 5890 series II gas 
chromatograph (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA) with FID using a high-temperature cap-
illary column (DB5-HT, 5 m x 0.25 mm ID, 0.1 ~m 
film thickness; J&W Scientific, Foisom, Ca, USA). 
Nitrogen was used as the carrier gas. The samples were 
injected using an auto in je ct or (Agilent 7673) directly 
onto the column. The temperature of the injector was 
set to 300 oC. The oyen was temperature-programmed 
with the following settings: 100 oC (l.5 min), then 
lOO °C 10 340 °C at 10 °C min- 1 and finally 5min 
ho Id at 340 oC . The temperature of the detector was 
set to 340 oC. 
The GC-MS (mass spectrometry) analyses were 
performed on the same gas chromatograph model with 
a MS detector (Agilent 5972) using a MS capillary 
column (DB5-MS, 30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 ~m 
film thickness; J&W Scientific). Nitrogen was used 
as the carrier gas. T he sampi es were injected with an 
autoinjector (Agilent 7673) directly onto the column. 
The temperature of the injector was set to 250 oC . 
The oyen was temperature-programmed as follows: 
120 oC (2 min), then 120 oC to 180 oC at 10 oC min- l, 
followed by 180 oC to 245 oC at 3 oC min- l, 245 oC to 
300 oC at 15 oC min - 1, with a final stage of 7 min hold 
at 300 oc. Detector temperature was set to 300 oc. 
Compounds were identified by computer comparison 
of the mass spectra with those of standard compounds. 
RESUL TS AND DISCUSSION 
Biochemical treatments of the softwood TMP 
The parameters selected for analysis (pulp consistency, 
pH, temperature, incubation time) were chosen to be 
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as close as possible to the industrial conditions, by 
considering the stage at which the pulp samples were 
collected and where the biochemical treatments could 
be applied. The removal extents presented in this study 
were ca1culated with respect to the related incubation 
controls. 
In Table l, results demonstrate that the surfactant 
had a significant impact on five of the six extractives 
groups evaluated after a 2 h treatment at 60 oC . It 
removed 18% of the total fatty acids, 25 % of the 
whole resin acids, 14% of the entire sterols, 27 % ofthe 
full steryl esters and 26% of the overall triglycerides. 
Therefore, Surf acted successfully on a broad range 
of relevant substrates responsible for pitch deposits. 
This surfactant is a non-ionic alkyl diethanolamides 
compound that decreased surface tension and provides 
high detergency as well as dispersion. Compared with 
ethoxylates and nonylphenol surfactants, Surf has 
a low foaming profile . No anti-foaming agents are 
needed to prevent the redeposition of pitch particles . 
This characteristic is essential because it prevents 
technical problems in the pulp and paper process. 
Results also demonstrate a great synergy between 
the surfactant and the lipase enzymes for pitch control. 
Table 1. Pulp extractives removal by different biochemical methods 
alter 2 h treatment at 60 oC 
Removal (%) 
Extractives compounds Surf M-Lip+ TvLac+ 
Laurie acid 
Myrist ic acid Tr Tr Tr 
Palmitic acid 17 -1 2 28 
Linoleic acid 18 - 46 23 
Oleic acid 18 - 38 31 
Linolenic acid Tr Tr Tr 
Stearic acid 73 92 67 
Total fatty acids 18 - 39 27 
Pimaric ac id 29 43 27 
Sandacopimaric acid Tr Tr Tr 
Isopimaric acid 30 42 23 
Palustric acid Tr Tr Tr 
Levopimaric acid Tr Tr Tr 
Dehydroabietic acid 23 42 15 
Abietic ac id 24 43 19 
Neoabietic ac id 37 77 47 
12-chlorodehydroabietic acid Tr Tr Tr 
14-chlorodehydroabietic acid Tr Tr Tr 
Dichlorostearic acid 17 51 10 
Dichlorodehydroabietic acid Tr Tr Tr 
Total resin acids 25 48 23 
Campestrol 18 20 13 
f3 -Sitosterol 13 36 21 
Total sterols 14 32 17 
Total steryl esters 27 34 23 
Total triglycerides 26 78 36 
Total lignans 0 8 56 
Surf: Surfactant; M-Lip+: Lipase+ Surf; TvLac+ : Laccase+Surf. 
-: Not detected; Tr: Oetected in trace amounts. 
Ali standard deviations were below 10% of the mean value. 
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This combination allowed greater removal of the entire 
resin acids, sterols and triglycerides groups with 48%, 
32% and 78% removal, respectively. However, this 
combination also generated a considerable increase 
in total fatty acids because of the hydrolysis of the 
triglycerides by the lipase enzymes. This rise in fatty 
acids is nonetheless lower than it was when the lipase 
was used alone (data not shown). 
Since laccase enzymes can also act on a broad 
range of substrates, benefit from synergy with the 
surfactant treatmentis expected as well.9.20.21.24 In 
fact, this combination proved to be more efficient 
for the removal of the whole fatty acids (27%) and 
lignans group (56%) but it did not yield better 
results for the removal of resin acids or the other 
extractives groups. The enzyme did not seem to be 
affected by surfactant since those results are better 
than the laccase treatment alone (data not shown). 
A higher enzyme dosage also did not improve the 
results significantly, as was observed previously by 
other researchers.24 The thermostability of the enzyme 
is not a limiting factor since it has a half-life of 
approximately 9 h at 60 °C .29 It is possible that 
the pulp consistency may have lowered the enzyme 
efficiency by decreasing oxygen availability for this 
oxidoreductase or resulting in poorer accessibility of 
the different substrates . Other studies have suggested 
the use of mediators in conjunction with laccase to 
increase the extractives degradation process with this 
enzyme.22.23 A1though good results can be achieved by 
this process, it is important to note that this method 
results in the addition of more phenolic compounds 
into pulp manufacturing and process water. Further, 
since generally the use of mediators is costly, it 
decreases greatly the economic feasibility of the laccase 
application in the pulp and paper industry. 
For pitch control it is essential to analyze the removal 
not only of the total extractive compounds but also of 
the individu al groups since the extractives composi-
tion varies greatly from one wood species to another. 
Previous studies have shown that even if a treatment 
could remove up to 50% of the whole extractives, it did 
not reduce pitch problems during pulping because the 
lipophilic compounds responsible for the deposits were 
not degraded properly.1.7.30 Triglycerides are consid-
ered to be the most problematic compounds during the 
manufacturing of mechanical and acidic sulfite pulps 
from various softwood species.31 ,32 In Europe, lipases 
have been shown to reduce pulp triglycerides in lab-
oratory and pilot-scale trials.31.33 In Japan, mill-scale 
in-pro cess treatments using commercial lipases have 
also reduced pitch problems. 32 Even iflipase treatment 
had sorne success in the control of glycerides, it does 
not degrade other extractives that also play a major part 
in pitch deposits.7,9,13 By using a rigorous approach, 
it is demonstrated here that a surfactant- lipase com-
bination can be an effective treatment for the removal 
of major extractive compounds responsible for pitch 
problems in thermomechanical pulps. 
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Enzymatic treatment of the TMP process water 
Considering that the pulp and paper industries are 
moving toward freshwater system dosure, it is obvious 
that extractives build-up in the process water system 
will continue to be a major concern, especially for 
paper quality. The need to develop methods for water 
contaminant removal is imperative, Table 2 shows 
that a 2 h treatment of process water with laccase 
enzymes without mediator had a significant impact 
on almost ail extractive groups evaluated. It removed 
42% of the total fatty acids, 43% of the whole resin 
acids, 14% of the full steryl esters, 26% of the overall 
triglycerides and 60% of the entire lignans group. 
Others studies have also shown good results for process 
water decontamination with laccase enzymes.9.24 
The exact mechanism that leads to decontamination 
of the process water by those enzymes still needs to 
be fully resolved. A hypothesis on the modification 
of linoleic acid and its esters has been described by 
Zhang et al. (2002) .20 The authors suggested that 
the mechanism was similar to that of lipoxygenase 
catalyzed reaction with linoleic acid derivatives, as 
peroxidation stans with the abstraction of a hydrogen 
atom from the linoleic acid in the presence of laccase, 
which then leads to the formation of a lipid radical 
(Fig. 1), The consequence of this is the rearrangement 
Table 2. Process water extractives removal by laccase enzymes after 
2 h treatment at 60 oC 
Extractives compounds 
Lauric acid 
Myristic acid 
Palmitic acid 
Unoleic acid 
Oleic acid 
Unolenic acid 
Stearic acid 
Total fatty acids 
Pimaric acid 
Sandacopimaric acid 
Isopimaric acid 
Palustric acid 
Levopimaric acid 
Dehydroabietic acid 
Abietic acid 
Neoabietic acid 
12-chlorodehydroabietic acid 
14-chlorodehydroabietic acid 
Dichlorostearic acid 
Dichlorodehydroabietic acid 
Total resin acids 
Campestrol 
p -Sitosterol 
Total sterols 
Total steryl esters 
Total triglycerides 
Totallignans 
T vLac: Laccase of T rametes Versicolor. 
~ : Not detected; Tr: Detected in trace amounts. 
Removal (%) TvLac 
Tr 
47 
41 
43 
Tr 
25 
42 
54 
Tr 
38 
Tr 
Tr 
25 
51 
62 
Tr 
Tr 
9 
Tr 
43 
18 
2 
4 
14 
26 
60 
Ali standard deviations were below 10% of the mean value. 
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Figure 1. Proposed mechanism for the laccase-catalyzed modification of linoleic acid and its esters (adapted from Zhang et al., 2002)20. 
of the double bonds resulting in the formation of a 
conjugated diene. Since the latter compound is very 
susceptible to attack by molecular oxygen, it leads to 
the formation of peroxy radicals. These radicals can 
then undergo chain reactions to abstract a proton 
from an adjacent lipid mole cule to form another 
hydroperoxide. 
Even if the laccase treatment was not as efficient as 
one would have hoped for pulp extractives removal, 
the potential use of this class of enzyme should remain 
under consideration. If the whole pitch problem 
is considere d, then the use of laccase enzymes in 
conjunction with surfactant-lipase treatment could 
ultimately be beneficial because of its significant 
impact on the process water. 
CONCLUSION 
A pitch control solution has been developed for the 
pulp and paper industries through efficient green 
technologies. With enzyme-based approaches, ways 
to reduce extractives matters in pulp and process 
water have been developed. The efficiency of the 
methods was quantified using GC-MS and GC-FID, 
and results show that by combining a novel ecological 
surfactant with a new lipase, it is possible to efficiently 
reduce a broad range of extractive compounds in a 
softwood thermomechanical pulp. By combining the 
pulp treatment with laccase decontamination of the 
pro cess water, this new method represents an efficient 
alternative to control pitch-associated problems. 
ACKNOWLEDGEMENTS 
This work was supported by the Canada research 
chair on value-added papers from the Centre 
Intégré en Pâtes et Papiers (Trois-Rivières, Canada), 
AgroTerra Biotech (Trois-Rivières, Canada), the 
Institut National de la Recherche Scientifique -
Institut Arrnand-Frappier (Laval, Canada) and the 
J Chem Technol Biotechnol 83: 1261 - 1266 (2008) 
DO!: 10.1 002/jctb 
Natural Sciences and Engineering Research Council 
of Canada. 
REFERENCES 
Gutierrez A, dei Rio JC, Maninez MJ and Maninez AT, Fungal 
degradation of lipophilic extractives in Eucalyptus globulus 
Wood. Appl Environ MicrobioI65:1367 - 137 1 (1999) . 
2 Allen LH, Pitch control in pulp mills, in Pitch Control, Wood 
Resin and Deresination, ed. by Back EL and Allen LH. Tappi 
Press, Atlanta, pp. 265- 287 (2000). 
3 Kontkanen H , Saloheimo M, Pere J, Miettinen-Oinonen A and 
Reinikainen T , Characterization of Melanocarpus albomyces 
steryl esterase produced in Trichoderma reesei and modification 
of fib re products with the enzyme. Appl Microbiol Biotechnol 
72:696- 704 (2006). 
4 Burnes TA, Blanchette RA and Farrell RL, Bacterial biodegra-
dation of extractives and patterns of bordered pit membrane 
attack in pine wood. Appl Environ Microbiol 66 :520 1- 5205 
(2000) . 
5 Kallioinen A, Vaari A, Ratto M, Konn J, Siika-aho M and 
Viikari L, Effects of bacterial treatrnents on wood extractives. 
J Bioœchnol l03: 67 - 76 (2003) . 
6 Kontkanen H , Tenkanen M, Fagerstrom Rand Reinikainen T, 
Characterisation of steryl esterase activities in commercial 
lipase preparations. J Biotechnol l08 :51 - 59 (2004). 
7 Gutierrez A, dei Rio JC, Jesus Maninez M and Manmez AT, 
The biotechnological control of pitch in paper pulp 
manufacruring. Trends BiotechnoI 19:340- 348 (200 1). 
8 Martinez-Inigo MJ, Gutierrez A, dei Rio JC, Manmez MJ and 
Martinez AT, Time course of fungal removal of lipophilic 
extractives from Eucalyptus globulus wood. J Bioœchnol 
84:119- 126 (2000). 
9 Zhang X, The effects of white-water dissolved and colloidal 
fractions on paper propenies and effects of various enzyme 
treatrnents on the removal of organic components. Pulp Paper 
Canada 101-3:59 - 62 (2000). 
10 D orado J, van Beek TA, C laassen FW and Sierra-Alvarez R, 
Degradation of lipophilic wood extractive constiruents in 
Pinus sylvesrris by the white-rot fungi Bjerkandera sp. and 
Trametes versicolor. Wood Sci Technol 35: 117 - 125 (200 1). 
Il Stebbing DW, Zhang X, Soong G, Mansfield SD and Sad-
dler]N, Fungal enzyme treatrnent of newsprint mill white 
water: impact on white water and paper properties. J Pulp 
Paper Sei 30:3- 8 (2004). 
1265 
E Dubé et al. 
12 Blanco A, Negro C, Borch K, Mining S, Hannuksela T and 
Holmbom B, Pitch control in thermomechanical pulp-
ing and papermaking by enzymatic treatrnents, Appita J 
58-5:358- 361 (2005) . 
13 Bajpai P, Application of enzymes in the pulp and paper industry. 
Biotechnol Prog 15: 147 - 57 (1999) . 
14 Mayer AM and Staples RC, Laccase: new functions for an old 
enzyme. Phytochemistry 60:551 - 65 (2002). 
15 Burton SG, Laccases and phenol oxidases in organic synthe-
sis - a review. Currenr Org Chem 7:1317- 1331 (2003). 
16 Kenealy WR, Jeffries TW, Enzyme pro cesses for pulp and 
paper: a review of recent developments, in Wood Deterioration 
and Preservation: Advances in our Changing World, ed. by 
Goodell B, Nicholas DD and Schultz TP. ACS symposium 
series 845, Washington, pp 210- 239 (2003). 
17 Claus H, Laccases: structure, reactions, distribution. Micron 
35:93 - 96 (2004). 
18 Rodriguez Couto Sand Toca Herrera IL, Industrial and 
biotechnological applications of laccases: A review. Biotechnol 
Adv 24:500- 513 (2006) . 
19 Minussi RC, Pastore GM and Duran N, Laccase induction in 
fungi and laccaselN-OH mediator systems applied in paper 
mill effluent. Bioresource TechnoI98:158- 164 (2007 ). 
20 Zhang X, Eigendorf G, Stebbing DW, Mansfield SD and Sad-
dler JN, Degradation of trilinolein by laccase enzymes. Arch 
Biochem Biophys J 405:44- 54 (2002). 
21 Karlsson S, Holmbom B, Spetz P, Mustranta A and BuchertJ, 
Reactivity of Trametes laccases with fatty and resin acids. Appl 
MicrobioIBiotechnoI 55:317 - 20 (2001 ). 
22 Gutierrez A, dei RioJC, RencoretJ, Ibarra D and Martinez AT, 
Main lipophilic extractives in different paper pulp types can 
be removed using the laccase-mediator system. Appl Microbiol 
B iotechnol72:845 - 851 (2006 ). 
23 Gutierrez A, Rencoret J, Ibarra D, Molina S, Camarero S, 
Romero J, et al., Removal of lipophilic extractives from 
1266 
paper pulp by laccase and lignin-derived phenols as natural 
mediators. Environ Sei TechnoI41 :4124- 4129 (2007). 
24 Zhang X, Renaud Sand Paice M, The potential of laccase to 
remove extractives present in pulp and white water from TMP 
newsprint mills. J Pulp Paper Sei 31:175 - 180 (2005) . 
25 Hurtubise Y, Shareck F, Kluepfel D and Morosoli R, A 
cellulase/xylanase-negative mutant of Streptomyces lividans 
1326 defective in cellobiose and xylobiose uptake is mutated 
in a gene encoding a protein homologous to ATP-binding 
proteins. Mol Microbiol 17:367- 377 (1995). 
26 Kordel M, Hofrnann B, Schomburg D and Schmid RD, Extra-
cellular lipase of Pseudomonas sp. strain ATCC 21808: purifi-
cation, characterization, ctystallization, and preliminaty X-ray 
diffraction data. J Bacreriol 173:4836- 4841 (1991 ). 
27 Childs RE and Bardsley WG, The steady-state kinetics ofperox-
idase with 2,2' -azino-di-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic 
acid) as chromogen. BiochemJ 145:93- 103 (1975). 
28 Ors a F and Holmbom B, A convenient method for the 
determination of wood extractives in papermaking pro cess 
waters and effluent. J Pulp Paper Sei 20:361 - 366 (1994). 
29 J ordaan J and Leukes WD, Isolation of a thermostable laccase 
with DMAB and MBTH oxidative coupling activity from 
a mesophilic white rot fungus. Enzyme Microbial Technol 
33:212- 219 (2003). 
30 Gutierrez A, dei Rio JC, Gonzalez-Vila FJ and Martin F, 
Analysis of lipophilic extractives from wood and pitch 
deposits by sol id-phase extraction and gas chromatography. J 
Chromatog A 823:449- 455 (1998) . 
31 Fischer K and Messner K, Reducing troublesome pitch in pulp 
mills by lipolytic enzymes. TappiJ 75:1 30 - 134 (1992) . 
32 Fujita Y, Awaji H, Taneda H, Matsukura M , Hata K, Shi-
moto H, et al., Recent advances in enzymatic pitch control. 
TappiJ 75:117- 122 (1992). 
33 Mustranta A, Fagernas Land Viikari L, Effects of lipases on 
birch extractives. TappiJ 78:140- 146 (1995) . 
J Chem Technol BiotechnoI83:1261-1266 (2008) 
DOl: 10.1 002/jctb 
CHAPITRE V 
SYNTHÈSE ET CONCLUSION 
5.1 Synthèse des développements biotechnologiques pour l' industrie du textile 
La première laccase à avoir été étudiée provient de la souche Rhus vernicifera 
(Figure 5.1), un arbre japonais produisant de la laque (Yoshida, 1883), d'où découle 
l'origine du nom de cette enzyme. 
Figure 5.1 Photo de Rhus vernicifera. 
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La laccase, selon la définition donnée dans la nomenclature de la commission 
des enzymes, est une oxydoréductase agissant sur les groupes diphénols, ainsi que sur 
les composés similaires, en utilisant l'oxygène moléculaire comme accepteur 
d'électron (EC 1.10.3.2). Ce sont des metalloprotéines présentes principalement dans 
les plantes et dans les champignons mais aussi dans certaines bactéries (Alexandre et 
Zhulin, 2000; Claus, 2004; Sharma et al. , 2007). La structure de la protéine agit en 
tant que ligand pour les atomes de cuivre, leur apportant une sphère de coordination 
où les changements d' états de réduction sont thermodynamiquement possibles. Les 
laccases contiennent un atome de cuivre de type 1 (Tl), qui est associé au site 
d'oxydation des substrats, ainsi que trois cuivres additionnels: un type 2 (T2) et deux 
type 3 (T3) formant un groupe trinucléaire. Cette formation est associée au site où a 
lieu la réduction de l'oxygène moléculaire (Bertrand et al. , 2002; Hakulinen et al. , 
2002; Piontek et al. , 2002; Enguita et al. , 2003). 
Les laccases sont particulièrement intéressantes d'un point de vue industriel à 
cause de leur habileté à oxyder une vaste gamme de substrats phénoliques. Diverses 
recherches sont effectuées dans diffférents secteurs d' intérêts : le textile, les pâtes et 
papiers, l' alimentation, les cosmétique, la décontamination des sols et de l' eau, les 
biosenseurs, les biocarburants et la synthèse organique (Mayer et Staples, 2002; 
Burton 2003; Kenealy et Jeffries, 2003; Claus 2004; Rodriguez Couto et al. , 2006; 
Minussi et al. , 2007). Le Tableau 5.1 présente une revue de littérature des principales 
applications de la laccase. 
Quelques produits commerciaux, à base de laccase, sont déjà disponibles sur 
le marché: le Denilite l et II de Novozymes (tiré du site internet de Novozyme) et le 
Zylite de Zytex (tiré du site internet de Zylite) en sont de bons exemples. Ces produits 
sont utilisés dans l' industrie du textile pour le blanchiment du denim. Normalement, 
des médiateurs sont utilisés en combinaison avec l' enzyme pour améliorer l'efficacité 
du produit. Une fois oxydés par l' enzyme, les médiateurs agissent en tant que pièges 
d'électrons et attaquent les encres, créant ainsi le blanchiment du denim (Camarero et 
al. , 2005; Moldes et Sanroman, 2006). 
45 
Tableau 5.1 Synthèses des différentes applications de la laccase 
Secteur d'application Source de laccase Référence 
Industrie du textile Aspergillus sp. Soares et al. (2001 a) 
(Décoloration des encres) Aspergillus sp. Soares et al. (2001 b) 
Aspergillus niger Soares et al. (2002) 
Cerrena unicolor Michniewicz et al. 
(2003) 
Coriolopsis gallica Reyes et al. (1999) 
Coriolopsis rigida G6mez et al. (2005) 
Funalia trogii Ünyayar et al. (2005) 
Irpex lacteus Kasinath et al. (2003) 
Myceliophthora thermophila, 
Polyporus pinsitus, 
Trametes versicolor Claus et al. (2002) 
Pleurotus eryngii, 
Pycnoporus cinnabarinus, 
T. versicolor Camarero et al. (2004) 
Pleurotus ostreatus Hou et al. (2004) 
P. ostreatus Palmieri et al. (2005) 
P. cinnabarinus Mccarthy et al. (1999) 
P. cinnabarinus Schliephake et al. (2000) 
Sclerotium rolfsii , 
Trametes hirsuta Campos et al. (2001) 
Streptomyces cyaneus Arias et al. (2003) 
T. hirsuta Abadulla et al. (2000) 
T. hirsuta Dominguez et al. (2005) 
T. hirsuta Moldes et al. (2003) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2004a) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2004c) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2005a) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2006a) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2006b) 
T. hirsuta Rodriguez Couto et al. (2005b) 
T. hirsuta, T. versicolor Rodriguez Couto et al. (2004b) 
Trametes modesta Nyanhongo et al. (2002) 
T. modesta Rehorek et al. (2004) 
Trametes trogii Levin et al. (2005) 
T. versicolor Maceiras et al. (2001) 
T. versicolor Lorenzo et al. (2002) 
T. versicolor Rodriguez Couto et al. (2002) 
T. versicolor Peralta-Zamora et al. (2003) 
T. versicolor Blânquez et al. (2004) 
T. versicolor Tavares et al. (2004) 
Trametes villosa Zille et al. (2003) 
T. villosa Knutson et Ragauskas (2004) 
(Décoloration du denim) T. versicolor Pazarhoglu et al. (2005) 
Non spécifiée Vinod (2001) 
Tableau 5.1 Synthèses des différentes applications de la laccase (Suite) 
Secteur d'application 
Industrie de l'alimentation 
(Applications variées) 
Industrie papetière 
(Mise en pâte biologique) 
(Bioblanchiment) 
Industries variées 
(Traitement des eaux usées) 
Source de laccase 
Chinese rhus lacquer 
Myceliophtora thermophili , 
P. pinsitius 
P. cinnabarinus 
T. hirsuta 
T. versicolor 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Fomes fomentarius, 
Ganoderma collosum, 
Lentinus edades, 
Merulius tremellosus, 
Phlebia radiata, P. ostreatus, 
T. versicolor 
C. versicolor 
Peniophora sp. , 
Pycnoporus sanguineus, 
T. hirsuta, T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
C. versicolor 
P. eryngii, P. cinnabarinus, 
T. versicolor 
P. cinnabarinus 
T. versicolor 
T. versicolor 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
C. gallica 
Gliocladium virens 
Lentinula edodes 
(1999) 
L. edodes 
L. edodes 
P. tigrinus 
P. ostreatus 
Pleurotus spp. 
Pycnoporus coccineus 
Référence 
Huang et al. (1995) 
Micard et Thibault (1999) 
Georis et al. (2003) 
Kuuva et al. (2003) 
Crecchio et al. (1995) 
Mathiasen (1996) 
Petersen et Mathiasen (1997) 
Norsker et al. (2000) 
Bourbonnais et al. (1997) 
Cali et Mücke (1997) 
Kandioller et al. (2001) 
Archibald et al. (1997) 
Crestini et al. (1998) 
Jacob et al. (1999) 
Sealey et al. (1999) 
Chakar et Ragauskas (2001) 
Poppius-Levlin et al. (2001) 
Tamminen et al. (2003) 
Balakshin et al. (2001) 
Camarero et al. (2004) 
Georis et al. (2003) 
Paice et al. (1995b) 
Archibald et al. (1997) 
Balakshin et al. (2001) 
Han et al. (2002) 
Calvo et al. (1998) 
Murugesan (2003) 
D'Annibale et al. 
D'Annibale et al. (2000) 
Casa et al. (2003) 
D'Annibale et al. (2004) 
Aggelis et al. (2003) 
Tsioulpas et al. (2002) 
Jaouani et al. (2005) 
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Tableau 5.1 Synthèses des différentes applications de la laccase (Suite) 
Secteur d'application 
Industries variées 
(Traitement des eaux usées) 
Dégradation de composés 
xénobiotiques 
Source de laccase 
R. vernicifera 
Trametes sp. strain AH28-2 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
Strain 1-4 (Chaetomiaceae) 
Cladosporiurn sphaerospermum 
Coprinus cinereus, 
Myceliophthora thermophila, 
P. pinsitus, Rhizoctonia solani 
C. gallica 
C. gallica 
Coriolus hirsutus 
Coriolus versicolor 
C. versicolor 
Myceliophtora thermophyla, 
Trametes pubescens 
Panus tigrinus 
P. osteratus 
P. ostreatus 
P. ostreatus, T. versicolor 
P. cinnabarinus 
Pyricularia oryzae 
P.oryzae 
Rhus vemicifera 
T. hirsuta 
T. hirsuta 010 
Trametes sp. 
Trametes sp. 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. villosa 
T. villosa 
T. villosa 
T. villosa 
Trichophyton sp. LKY-7 
Non spécifiée 
Référence 
Durante et al. (2004) 
Xiao et al. (2003) 
Jolivalt et al. (2000) 
Edwards et al. (2002) 
Lucas et al. (2003) 
Saito et al. (2004) 
Potin et al. (2004) 
Kulys et al. (2003) 
Pickard et al. (1999) 
Vandertol-Vanier et al. (2002) 
Cho et al. (2002) 
Itoh et al. (2000) 
Okazaki et al. (2002) 
Nicotra et al. (2004) 
Zavarzina et al. (2004) 
Eggen (1999) 
Hublik et Schinner (2000) 
Keum et Li (2004) 
Mougin et al. (2002) 
Lante et al. (2000) 
Carunchio et al. (2001) 
Moeder et al. (2004) 
Niku-Paavola et al. (2000) 
Bohmer et al. (1988) 
Tanaka et al. (2001) 
Tanaka et al. (2003) 
Collins et al. (1996) 
Johannes et al. (1998) 
Majcherczyk et al. (1998) 
Johannes et al. (2000) 
Majcherczyk et al. (2000) 
Castro et al. (2003) 
Dodor et al. (2004) 
Fabbrini et al. (2001) 
Fukuda et al. (2001) 
Kang et al. (2002) 
Cantarella et al. (2003) 
Jung et al. (2003) 
Zhang et al. (2002) 
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Tableau 5.1 Synthèses des différentes applications de la laccase (Suite) 
Secteur d' application 
Industrie des cosmétiques 
(Applications variées) 
Biosenseurs 
Synthèse organique 
Source de laccase 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Non spécifiée 
Agaricus bisporus, A. niger, 
T. versicolor 
Référence 
Roure et al. (1992) 
Aaslyng et al. (1996) 
Lang et Cotteret (1999) 
Golz-Bemer et al. (2004) 
Tirnur et al. (2004) 
Agaricus bisporus, R. vemicifera 
Rigidoporus lignosus, T. versicolor 
Aspergillus oryzae, 
Vianello et al. (2004) 
Myceliophtora Thermophila, 
P. pinsitus 
C. unicolor 
C. unicolor 
C. hirsutus 
C. hirsutus 
C. hirsutus 
C. hirsutus 
C. hirsutus 
C. hirsutus, R. vemicifera 
C. versicolor 
P. ostreatus 
P. oryzae 
R. vemicifera 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolo 
T. versicolor 
T. versicolor 
C. hirsuta 
C. hirsutus 
P. cinnabarinus 
P. coccineus 
P. oryzae 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. versicolor 
T. viii osa 
Kulys et Vidziunaite (2003) 
Jarosz-Wilkofazka et al. (2004) 
Jarosz-Wilkofazka et al. (2005) 
Marko-Varga et al. (1995) 
Lisdat et al. (1997) 
Bauer et al. (1999) 
Kuznetsov et al. (2001) 
Freire et al. (2002) 
Gupta et al. (2003) 
Gomes et Rebelo (2003) 
Leite et al. (2003) 
Palmore et Kim (1999) 
Gardiol et al. (1996) 
Leech et Daigle (1998) 
Freire et al. (2001) 
Gomes et Rebelo (2004) 
Haghighi et al. (2003) 
Roy et al. (2005) 
Ferry et Leech (2005) 
Baker et al. (1996) 
Karamyshev et al. (2003) 
Mikolasch et al. (2002) 
Uyama et Kobayashi (2002) 
Setti et al. (1999) 
Fritz-Langhals et al. (1998) 
Akta et al. (2001) 
Schafer et al. (2001) 
Akta et Tanyolaç (2003) 
Uchida et al. (2001) 
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La majorité des laccases caractérisées jusqu'à présent ont été extraites de 
champignons lignolytiques (Leonowicz et al. , 2001). Cependant, les laccases sont 
également retrouvées fréquemment dans le règne des procaryotes. Étonnamment, 
seulement un faible nombre d' informations scientifiques ont été publiés à ce sujet 
(Alexandre et Zhulin, 2000; Claus, 2004; Sharma et al. , 2007). La laccase bactérienne 
la plus étudiée jusqu'à présent est CotA, une composante des spores de Bacillus 
subtilis (Hullo et al. , 2001; Martin et al. , 2002; Enguita et al., 2003). La laccase 
bactérienne de B. Subtilis (CotA) et celle de Streptomyces lavendulae REN-7 (STSL) 
sont celles qui ont les plus grandes stabilités thermiques de toutes les laccases 
étudiées (Martin et al., 2002; Suzuki et al., 2003). Malgré une telle stabilité thermique 
et les nombreux avantages offerts par la production enzymatique en système 
procaryote vs eucaryote, l'utilisation industrielle de laccases bactériennes n'est 
présentement pas viable à cause du faible rendement de production de ces enzymes 
(Martins et al., 2002; Endo et al. , 2003 ; Suzuki et al. , 2003). L'amélioration de la 
production des laccases aurait un impact important sur l'utilisation de ces enzymes 
dans une variété d'applications industrielles dont celles liées à l' industrie du textile. 
Récemment une laccase a été retrouvée dans la souche Streptomyces 
coelicolor, une bactérie Gram positive retrouvée dans les sols, et elle a été 
partiellement caractérisée (Machczynski et al. , 2004). Malgré son faible potentiel 
d'oxydoréduction, cette enzyme démontre des caractéristiques intéressantes: elle est 
relativement petite (~32 kDa) et possède une forte activité enzymatique dans des 
conditions alcalines (Machczynski et al. , 2004). En comparaison, la majeure partie 
des laccases fongiques sont principalement actives sous conditions acides (Sharma et 
al. 2007). La laccase de Streptomyces coelicolor pourrait oxyder efficacement une 
variété de composés phénoliques, en conditions alcalines, et être développée pour 
différentes applications commerciales. 
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L'industrie du textile est le principal utilisateur d'encres et de colorants, mais 
ce type de composés est également présent dans l'industrie de l'alimentation, de la 
pharmaceutique, de l'impression et des cosmétiques. Les encres et les colorants 
conservent leur couleur et leur intégrité structurelle lorsqu'ils sont exposés à la 
lumière du soleil et ils sont très résistants à la dégradation microbienne (Hao et al. , 
1999; Kandelbauer et Guebitz, 2005). À cause de ces propriétés, plusieurs de ces 
composés se retrouvent dans l'environnement via les systèmes de traitement des eaux 
usées industrielles. Certains sont créés à partir de composés aromatiques cancérigènes 
tel que la benzidine (Baughman et Perenich, 1988) (Figure 5.2). Il n 'est donc pas 
surprenant que ces composés soient devenus une préoccupation majeure pour la santé 
humaine et pour l' environnement. Ainsi, le développement de biotechnologies 
enzymatiques, à base de laccase, est une avenue attrayante étant donné les capacités 
de cette enzyme à dégrader diverses structures chimiques similaires aux encres 
commerciales (Abadulla et al. , 2000; Blânquez et al. , 2004; Hou et al. , 2004; 
Rodriguez Couto et al. , 2004a; Rodriguez Couto et al. , 2005b). 
Figure 5.2 Structure chimique de la benzidine. 
Lors de mes travaux, nous avons cloné et isolé le gène de la laccase de 
Streptomyces coelicolor pour investiguer son utilisation potentielle dans diverses 
applications industrielles. Le premier objectif de mes travaux était de me concentrer 
sur le développement d'un système d'expression procaryote efficace dans 
Streptomyces. Les gènes de laccase sont généralement faiblement exprimés dans leur 
hôte d'origine, c'est d' ailleurs un des principaux obstacles à l'utilisation industrielle 
des laccases (Rodriguez Couto et al. 2006), mais de récentes études ont démontré un 
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bon potentiel pour un meilleur niveau d'expression (Lomascolo et al. , 2003 ; Alves et 
al. , 2004). Le niveau maximum de production de laccase, relevé dans la littérature, a 
été obtenu par la souche Pycnoporus cinnabarinus ss3 . Dans cette étude, l'éthanol a 
été utilisé comme inducteur pour l' expression. Un rendement de production variant 
entre 1.0 et 1.5 g L-1 fut obtenu (Lomascolo et al. 2003). Dans une autre étude avec P. 
cinnabarinus, un rendement similaire fut également obtenu (de 1.0 à 1.2 g L-1, Alves 
et al. , 2004). Dans ce cas, le gène homologue fut régulé par le promoteur du gène de 
la glyceraldéhyde-3 -phosphate déhydrogénase (GPD) de Schizophyllum commune. 
Comparativement à ces niveaux d' expression, les rendements de production de 
laccases bactériennes sont extrêmement limités. Par exemple, la productivité de la 
laccase par Streptomyces lavendulae est très faible (un rendement de 0.045 mg g-I 
mycelia fut obtenu) (Suzuki et al. 2003). Lorsque produite dans Escherichia. coli, 
l' expression de cette laccase augmente à 30 mg L- 1 mais la protéine recombinante 
forme des agrégats et est conséquemment très difficile à purifier (Suzuki et al. 2003). 
La production hétérologue de la laccase de Bacillus subtilis dans E. coli a également 
été défavorisée par une importante agrégation intracellulaire, résultant en seulement 
10% de rendement (Martins et al. 2002). Selon la littérature, notre méthode de 
production est le premier système d' expression à haut rendement pour une laccase 
bactérienne. Des cultures liquides en erlenrneyer ont produit une quantité 
considérable de laccase de Streptomyces coelicolor (350 mg L-1) , nommée SLAC, 
avec un excellent niveau de pureté (90-95%) (Figure 2.1). Étant donné que la protéine 
est sécrétée dans le milieu de culture, aucun système majeur de purification n ' est 
requis. Des rendements supérieurs sont attendus avec des cultures en fermenteur. Ce 
système d' expression bactérien à l' avantage d' être relativement simple d'utilisation 
en comparaison à un système d' expression fongique . 
À cause de la faible quantité d' informations disponibles sur la laccase de 
Streptomyces coelicolor (Machczynski et al. , 2004), le second objectif de mes 
recherches a été de caractériser cette laccase plus en profondeur afin de déterminer 
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ses capacités d'activités et de stabilités sous différentes conditions (pH et 
température) ainsi que sa résistance à divers inhibiteurs. 
L' activité de SLAC est remarquable car elle permet l'oxydation de divers 
substrats phénoliques sous une vaste gamme de pH. Cette enzyme a démontré un 
optimum d'oxydation à pH 4.0 pour un composé tel que l'ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid» alors qu'un autre composé tel que le DMP 
(2,6-diméthoxyphénol) a un optimum à pH 9.0 (Figure 2.2). En comparaison, des 
études sur des laccases de champignons démontrent un pH optimum acide pour 
l'oxydation du DMP (Slomczynski et al., 1995; Perie et al., 1998; Galhaup et al. , 
2002; Madzak et al. , 2006). Étant donné que SLAC est également stable sous une 
vaste gamme de pH (3.0 à 9.0), elle est une enzyme de choix pour diverses 
applications industrielles potentielles, spécialement pour des applications où 
l'alcalinité limite l'utilisation de laccase normalement active en condition acide. 
De plus, la laccase de Streptomyces coelicolor possède également une bonne 
thermostabilité comparativement à celle de Trametes versicolor (Figure 2.3). Elle 
possède une demi-vie de 10 min à 90°C et 120 min à 70°C. D' autres laccases 
thermostable ont également été publiées (Chefetz et al., 1998; Martins et al. , 2002; 
Suzuki et al. , 2003) et la thermostabilité de SLAC est relativement comparable à celle 
de Streptomyces lavendulae REN-7 laccase (STSL) (Suzuki et al. , 2003), mais ces 
enzymes ne sont pas similaires d'un point de vue génétique et possèdent ainsi un très 
faible pourcentage d' identité (16%) (Figure 5.3). La forte tolérance à la chaleur de 
SLAC est également un point important pour de futures applications industrielles. 
Une autre propriété remarquable de SLAC, comparativement à d'autres 
laccases connues, est sa grande résistance à divers inhibiteurs conventionnels de la 
laccase. Alors que la laccase de Trametes versicolor ou Streptomyces lavendulae sont 
complètement inhibées par 1 mM d' azoture de sodium (NaN3) (Suzuki et al. , 2003), 
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SLAC demeure 100% active. L'enzyme conserve également une bonne activité 
lorsque la concentration de NaN3 est augmentée à 10 mM (Tableau 2.1). 
S~lIun.ar~{ of a_ i qnment res l.l lts: 
Tot a l lenqth of a_ i gned sequences wi t h gap s : 6SS aas 
Hat<:hing bases : l 6 / 6SS (16, ) 
Gaps : 336 / 6SS (S1' ) 
B-I.ac19 
STSL 
B- Lac19 
STSL 
B-L,ac19 
STSL 
B- L,ac19 
STSL 
B- I.acl9 
STSL 
B- I.ac19 
STSL 
B- Lac19 
STSL 
B-L.ac19 
STSL 
8 -I.ac1 9 
STSL 
1 Irldrr'gfIu: r v 11ggaaaar. sl siapev aqaap a a kq i t art a - -pagg e vrh--------
1 --mtdiieri tdg l agaard aap aaadqel tpyaap l t vppvl r pdstdv:'rete i a lrp · 
SI --1lL"'1'aek1adgqrngygfe kgkasvpgp1 ie .. meqdt1 h ieftntmdvras1hvhq1 dy 
S 9 t ç,-v' r Ihpq1 ppr.lrn;,'gyg- -- --gsvpgpt v e v r r g qrv r i a'M'tnr ip kg s e ypvta v e'v' 
1 9 e issdq--tamnk sàv e pgg--t r t yr. .. 'r-th kpgrr ddgr.-- - ·'''rp'9sagy --------
114 p aanpnps tep.grqqvppi a dvaa1pawtvth1 h g aqt g ggndq'"a d n a v qygdaq l s e y 
1S3 ------ -- r"h yhdhvvg teh qtggirr.q _ygpv i vrrkgd---v 1pda r.hti vf -- ----
174 pndhqa v q w·vyhdhaIr.nv r. r-- r,.-nvh t g lygtyl v r ddeeda_q1p sg k r e ip11 i adr n 
196 ----ndrnt i nnr-----------kph r.gp-------------------------------
232 d tdedq a 1 ngr llhkt 'vi vqeknpetq kpvsvp f agpytt vnq r i \"'P ya evda a whr fr 
92 1 vnasnar iydlvlideddnpvpg'vl h q i gsdggl - prp'''Pvd fde alptlt v apaerIrld 
21 Ci ---dfe at v g drv e i vmi tt.ge------------~'yht !:hm -- -----------------
3S2 l' i dfra1agr rlr l vn kg agq a pgvpdpann'vr yphvmefrvqec gtddpfe1pev1 s g 
236 ------ ----hghr------------------ \ol-- ------------ad - -----nrtgi 
412 s frr1 thd i e hghrli .... 1 t ppatkgggqhpe ilolernte vedaeqve1p adg vi q1ms sega 
2'le 1 t gpddps rvid------------------nkitqpa--------------------ds!: 
472 1kt yrrts rtfndg lgftvaegs yeqwsf1 n1avnpp~vhpmhih1adfqi1grdtydvs 
Z7 0 gfqiiagegvg a-------------------------------------- -- -gawrnyhc 
53 2 9 f d v r.ag -gt r ap l a p dp a r. p vp1ppne rgy kdv fra1 p·gqml r vmgr fdg ayg r frnyhc 
zes hvqsh s àmgmvgl f_ v kkpdgtipgyephehggataksgesgeptggaaah e h e h 
5 91 h 1 1ehedmgmmrpfvvmpaearn-----k fdng-----a.g h.ggh --gghg:qhgg--
Figure 5.3 Alignement global des acides ammes de la séquence de SLAC (B-
Lac19) vs STSL utilisant une matrice Blosum 62. Les régions d' identité entre les 
séquences sont indiquées en jaune. Un trait pointillé indique un gap introduit dans les 
séquences. 
Il est intéressant de noter qu' EpoA, une laccase de Streptomyces griseus, 
possède également une forte résistance envers certains inhibiteurs (Endo et al. 2003). 
La séquence génétique d'EpoA suggère une homologie avec celle de SLAC (71 %) 
(Figure 5.4). La structure protéique particulière de ces enzymes, possiblement reliée 
au niveau du site des cuivres T2/T3 (centre trinuléaire), doit favoriser cette résistance. 
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Une investigation approfondie de la structure cristalline de ces protéines pourrait nous 
éclairer sur le sujet. 
Summary o f al i gnment resu ts : 
To tal length o f al igned sequences with gaps : 35 4 aas 
l'1atching b ases : :52 1 354 (71%) 
Gaps : 17 1 354 (4%) 
B- Lac1 9 1 
EpoA 1 
B- Lac1 9 57 
EpoA 57 
B- Lac19 117 
Epofl. 117 
B- Lac1 9 177 
EpoA 1 77 
B- Lac1 9 :37 
Ep oA :37 
B- Lac19 : 97 
EpoA :::97 
rndrrg f n rrv l l ggaaaa--- - tsls iap e va g a a paa kgita rtapagge vrhlkmyae 
rndrrtfsrrrnlvggaaaaa t gv ts1slgavea ssa en-- --pprtapaggvvr r lkmyae 
klad gqrngygfekgkasvpgplievnegdt1hieft ntmdv r aslhvhg l dyeissdgta 
klpnge l gygfekgkas i pgpl i elnegdt vhie f knl t dvd aslhvhgvdyd i a ndgt r 
rnnksdvepggtrtytwrthkpgrrddgt:"'lrpgsagywhyhdhvvgtehgtggi r nglygp 
rnnks hvepggtr t ytwrthapgrr kdgtyepgsagywhyhdhvvgtdhgtggir kglygp 
vivrrkgdv lpda t hti v fndmtinnrkph tgpdfeatvgdrv e i vmithgeyyht f hrnh 
v vvr rkgd i lpdq t c t vvfndmminn ktah nsv nfeatvgdrl e f vmi t hgefyht f h i h 
ghrwadnrtgil t gpddpsrvidnki t gpads f g f qiiagegvgagawrnyhchvqshsdrn 
ghrwadnrtgiltgpddpsrvigqqdlr p r d s yg l qiiage r vgaga wrnyhchvqshsdm 
grnv glflv kkpdgtipgyephehggatak- s g esg ------eptggaaa heheh 
grnagl l l i kkadgtipgyephh a a ggtekka g akg aganad kaakgaaehqh --
Figure 5.4 Alignement global des acides ammes de la séquence de SLAC (B-
Lac19) vs EpoA utilisant une matrice Blosum 62. Les régions d'identité entre les 
séquences sont indiquées en jaune. Un trait pointillé indique un gap introduit dans les 
séquences. 
Étant donné que les capacités de décoloration de cette laccase bactérienne 
n'ont jamais été étudiées auparavant, un autre de mes objectifs de recherche était de 
déterminer si cette enzyme pouvait être utilisée dans l' industrie du textile. Les 
applications industrielles visées sont le blanchiment du denim ainsi que la réduction 
de l' impact des encres et colorants dans l' environnement par le biais du traitement 
des effluents industriels. Étant donné que la plupart des eaux usées des industries du 
textile sont caractérisées par des pH variant de neutre à alcalin (pH 7.0 à 11.0) (Manu 
et Chaudhari, 2002; Jahmeerbacus et al., 2004), le potentiel d'utilisation de SLAC est 
avantageux comparativement aux laccases acides typiques qui ne sont généralement 
pas active dans cette gamme de pH. 
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Il Y a plusieurs milliers d'encres et colorants disponibles commercialement et 
plus de 7x105 tonnes de produits dérivés sont créés annuellement (Robinson et al. , 
2001). La coloration des eaux usées est une conséquence de l' industrie de fabrication 
des encres et colorants ainsi que de l' industrie du textile qui les utilisent fortement. 
Deux pour cent de la production mondiale des encres sont rel arguées directement 
dans les effluents industriels et 10% sont également perdus durant leur utilisation 
dans les procédés de coloration des entreprises textiles (Pearce et al. , 2003). La 
principale raison de la perte des encres dans les procédés de coloration est l 'utilisation 
ou l' adhésion incomplète de ces dernières sur les fibres végétales et synthétiques. Les 
pertes varient d'un type d' encre à un autre et dépendent aussi de la classification de 
ces derniers (Blackburn, 2004). Plus de 20% de la masse initiale d' encre de type 
acide peut être perdue dans le procédé de coloration, plus de 30% pour les encres de 
type direct et plus de 50% pour celles de type réactif. Les encres réactives 
représentent environs 30% du marché total des encres et colorants (Pearce et al. , 
2003). Leur impact sur l' environnement est donc considérable. L' indigo carmine est 
un exemple courant d' encre acide retrouvée en abondance dans ce marché. Cette 
encre est utilisée fréquemment pour la coloration des jeans et des vêtements de travail 
en coton. 
Des études ont démontré que les laccases pouvaient dégrader différentes 
variétés d' encres comme le type azo, anthraquinoide, triarylméthane et indigoide 
(Claus et al. , 2002; Camarero et al. , 2005). L' étude des capacités de décoloration de 
SLAC a démontré qu'elle était capable d'oxyder plusieurs types d' encres dont le type 
azo, diazo, anthraquinoide et indigoide (Tableau 3.1). En 5 heures, sous un pH 
légèrement alcalin (pH 9.0), l'enzyme seul a permis de décolorer de Il à 40% les 
diverses encres à l' étude (reactive blue 19, direct sky blue 6b, acid blue 74, reactive 
black 5 et le congo red.). L' indigo carmine (AB74) fut l' encre la plus facilement 
oxydée. 
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L'utilisation de médiateurs, petites molécules capables d'agir comme 
médiateur d'oxydation entre la laccase et son substrat, a ouvert de nouvelles 
possibilités pour l' industrie du textile car ce système a permis l' amélioration de 
l' efficacité de la cinétique de cette enzyme envers les encres (Claus et al. , 2002; 
Camarero et al. , 2005). Tel que mentionné précédemment, des formulations 
commerciales de laccase-médiateur sont déjà utilisées dans l' industrie du textile pour 
décolorer le denim (Figure 5.5). 
Figure 5.5 Décoloration du denim par le biais d'un système laccase-médiateur. A) 
Denim original B) Denim décoloré avec le produit IndiStar de Genencor Inc (Tiré du 
site internet de Genencor Inc). 
Une étude scientifique a démontré que le syringaldéhyde et l' acétosyringone étaient 
les deux meilleurs médiateurs pour l'oxydation des encres (Camarero et al. , 2005). 
Lors de mes recherches, j ' ai évalué la décoloration de l' indigo carmine en utilisant 
SLAC en combinaison avec divers médiateurs synthétiques et naturels (HBT, HBA, 
TEMPO, syringaldéhyde et acétosyringone). Mes résultats ont démontré que 
l' utilisation combinée de la laccase avec le HBT, le HBA ou le TEMPO n' étaient pas 
plus efficace que l' utilisation de l' enzyme seule (Figure 3.3). Ces faibles résultats 
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peuvent être attribués au faible potentiel d'oxydoréduction de l'enzyme. Néanmoins, 
les résultats démontrent également que le syringaldéhyde et l' acétosyringone sont les 
meilleurs médiateurs pour cette enzyme, dans un contexte de décoloration des encres 
(Figure 3.2). Étant donné que ces deux médiateurs sont impliqués dans la dégradation 
naturelle de la lignine par des champignons de type pourritures blanches, ils sont 
considérés des médiateurs naturels et non synthétiques (Camarero et al., 2007). 
L'utilisation de médiateurs naturels aura des avantages environnementaux et 
économiques pour de futures applications industrielles. Mes résultats ont démontré 
que dans tous les cas la combinaison SLAC-Acétosyringone a été capable de 
rapidement oxyder, à divers degrés, toutes les encres à l'étude (Tableau 3.1). En 10 
minutes, une décoloration de 94% a été obtenue pour l'indigo carmine (AB74), 91 % 
pour le bleu de Chicago (DSB6b) et 65% pour le RB5. De plus, en 60 min, une 
décoloration de 21% a été obtenue pour le RB19 et 39% pour le rouge de Congo. La 
combinaison SLAC-Syringaldéhyde a également fonctionnée mais de façon moins 
efficace (Tableau 3.1). Après un traitement de 60 min, l'encre RB 19 et le rouge de 
Congo n'ont pas été décolorés par ce système. Par contre, ce système a bien 
fonctionné pour le bleu de Chicago et l'indigo carmine. Une décoloration de 64 à 
66% a été obtenue pour un traitement de 10 minutes. La combinaison SLAC-
acétosyringone semble donc avoir un potentiel certain pour des applications 
industrielles dans l'industrie du textile. 
5.2 Synthèse des développements biotechnologiques pour l'industrie papetière 
La déposition de la poix (wood pitch) est un problème complexe qui a 
augmenté avec l'introduction de nouvelles pratiques dans l'industrie papetière, tel que 
la fermeture des circuits d'eau fraîche et le recyclage du papier (Gutierrez et al., 
1999; Allen, 2000). Le terme "poix" est appliqué aux matières extractibles du bois et 
aux dépôts de ces particules colloïdales qui sont créés durant les procédés de mise en 
pâte et la fabrication du papier (Allen, 2000; Kontkanen et al., 2006). Selon 
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l'association technique de l'industrie des pâtes et papiers, le concept de matières 
extractibles du bois réfère à un large nombre de composés qui sont solubles dans des 
solvants organiques. Les principaux constituants de ses matières extractibles sont les 
acides résiniques, les acides gras libres, les triglycérides, les stérols et esters de stérols 
(Gutierrez et al. , 1999; Burnes et al. , 2000; Kallioinen et al. , 2003 ; Kontkanen et al. , 
2004). Des exemples sont présentés à la figure 5.6. En plus des matières extractibles 
A) 
C) 
E) 
Figure 5.6 
B) 
D) 
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Exemples de matières extractibles évaluées dans cette étude. a) acide 
linoléique, b) acide abiétique, c) beta-sitostérol, d) matairésinol, e) ester de stérol et 
f) triglycéride. 
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non-polaires, les produits de dégradations tels que les tannins et les petits fragments 
de lignine sont aussi décrits comme étant des composés communs de la poix du bois 
(Kallioinen et al. , 2003). Dans les procédés papetiers, une forte déposition de la poix 
peut réduire l' efficacité des systèmes de lavage, augmenter la concentration de saletés 
ainsi que la consommation d'agents de blanchiment en plus de réduire la blancheur 
du papier diminuant ainsi sa qualité (Gutierrez et al., 2001) (Figure 5.7). Une forte 
concentration d'acides résiniques, provenant de la décharge d'effluents papetiers, 
génère aussi des problèmes de toxicité envers les poissons et autres organismes 
(Burnes et al. , 2000). Tous ces impacts engendrent des pertes économiques pour 
l' industrie papetière et accroissent les préoccupations pour l' environnement. Ces 
pertes économiques peuvent représenter 1 % des ventes de l' entreprise (Gutierrez et 
al., 2001). 
A) B) 
Figure 5.7 Impact de la poix sur la qualité de fabrication de papiers recyclés. A) 
Papier avec contôle de la poix par le produit Optimyze (Buckman Inc) B) Papier sans 
contrôle de la poix (Tiré du site internet de Buckman Inc). 
Plusieurs méthodes de contrôle de la poix sont présentement utilisées par les 
industries papetières pour diminuer les matières extractibles totales dans leurs 
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procédés. Elles consistent principalement à ajouter divers additifs (tels que l' alurn, le 
talc, des agents dispersants et des lipases) à la pâte, à contrôler la fraîcheur des 
copeaux de bois ainsi qu'à appliquer des champignons sur les copeaux préalablement 
à leur utilisation (Burnes et al. , 2000; Kallioinen et al. , 2003 ; Kontkanen et al. , 2004; 
Gutierrez et al. , 2001; Martinez-Inigo et al. , 2000; Zhang, 2000; Dorado et al. , 2001; 
Stebbing et al. , 2004; Blanco et al. , 2005). 
Pour le contrôle de la pOIX il est essentiel d'analyser non seulement 
l' enlèvement des matières extractibles totales, mais aussi de chaque groupe individuel 
car la composition de ces matières varie grandement d'une espèce de bois à l' autre. 
Des études ont démontré que même si un traitement pouvait enlever 50% des 
matières extractibles totales, cela ne réduisait pas les problèmes dans les procédés de 
fabrication du papier car les composés lipophiliques responsables des dépôts de poix 
n'étaient pas correctement dégradés (Gutierrez et al. , 1998; Gutierrez et al. , 1999; 
Gutierrez et al. , 2001). Les triglycérides sont considérés comme étant les composés 
les plus problématiques durant les procédés de fabrication de plusieurs types de pâtes 
de bois mécanique et de sulfite acide (Fischer et Messner, 1992; Fujita et al. , 1992). Il 
est scientifiquement reconnu que les lipases (Figure 5.8) sont des enzymes catalysant 
l'hydrolyse de longues chaînes de triglycérides (Hasan et al. , 2006). Elles constituent 
le plus important groupe de biocatalyseurs pour des applications biotechnologiques 
(Hasan et al. , 2006). Des chercheurs européens ont démontré que les lipases ont 
démontré qu'elles étaient capables de diminuer la quantité de triglycérides présente 
dans une pâte de bois lors d'essais en laboratoire et d'essais pilotes (Mustranta et al. , 
1995; Fischer et Messner, 1992). Au Japon, des essais en usine ont démontrés que des 
traitements à la lipase pouvaient diminuer les problèmes de poix du bois (Fujita et al. , 
1992). Le contrôle enzymatique de la poix du bois, via l'utilisation de ces enzymes, 
est actuellement utilisé à grande échelle (Bajpai, 1999). Par contre, il est important de 
noter que malgré ces bons résultats les lipases n'agissent essentiellement que sur les 
glycérides et ne dégradent donc pas les autres matières extractibles, tels que les acides 
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résiniques, qui forment les dépôts de poix du bois (Gutierrez et al. , 2001; Zhang, 
2000; Bajpai, 1999). Donc, d'autres enzymes ou méthodes agissant sur une plus vaste 
gamme de substrats doivent être investiguées. À ce sujet, un autre type d' enzyme 
pourrait être intéressant pour le contrôle de la poix: la laccase. À cause de leur 
habileté à oxyder une vaste gamme de substrats, différentes recherches sont en cours 
pour évaluer le potentiel d'oxydation des laccases envers diverses matières 
extractibles (Zhang, 2000; Zhang, 2002; Karlsson et al. , 2001; Gutierrez et al. , 2006; 
Gutierrez et al. , 2007; Zhang et al. , 2005). 
Figure 5.8 Structure protéique 3D de la lipase de Streptomyces exfoliatus. Les 
structures secondaires de la protéine sont affichées en ruban (Créé à partir de PDB id 
: IJFR). 
Dans le cadre de mes travaux, un de mes objectifs de recherche était 
également l' investigation du potentiel d' utilisation commerciale d'une nouvelle lipase 
microbienne (M-Lip) que nous avons clonée et exprimée pour son utilisation dans le 
contrôle de la poix. Étant donné que l' éventail de matières extractibles hydrolysables 
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par la lipase est limité, j'ai développé une technique originale pouvant agir sur une 
gamme plus large de substrats par le biais d'une combinaison enzyme-surfactant. 
Comme la laccase peut oxyder plusieurs types de substrats reliés à la poix du bois 
(Zhang, 2000; Zhang 2002; Karlsson et al., 2001; Gutierrez et al. , 2006; Gutierrez et 
al., 2007; Zhang et al., 2005), j'ai également évalué la combinaison d'un surfactant de 
type alkanolamide avec cette classe d'enzymes. 
Les résultats de cette étude illustrent bien qu'après 2 heures de traitement à 
60°C, l'utilisation du surfactant a eu un impact significatif sur cinq des six groupes de 
matières extractibles évalués lors de mes recherches (Tableau 4.1). Il a diminué de 
18% les acides gras totaux, de 25% le groupe des acides résiniques, de 14% celui des 
stérols, de 27% celui des stéryl d'ester et de 26% celui des triglycérides. Donc le 
surfactant agit sur une vaste gamme de substrats reliés aux dépôts de poix. Il s'agit 
d'un composé de type alkanolamide, non-ionique, qui diminue la tension de surface 
et offre une forte détergence autant qu'une bonne dispersion. Comparativement à 
d'autres surfactants de type éthoxylate et nonylphénol, le surfactant que nous avons 
choisi est pratiquement non-moussant. Aucun agent anti-mousse n ' est requis pour 
prévenir la redéposition des particules de la poix. Cette caractéristique est essentielle 
parce qu'elle prévient certains problèmes techniques dans les procédés papetiers. 
Mes résultats démontrent également qu'il y a une bonne synergie entre le 
surfactant et la lipase pour le contrôle de la poix (Tableau 4.1). Comparativement au 
traitement avec seulement le surfactant, cette combinaison a permis une meilleure 
réduction du groupe des acides résiniques, des stérols et des triglycérides (48%, 32% 
et 78% de diminution respectivement). Par contre, on peut également observer une 
augmentation considérable des acides gras totaux résultant de l'hydrolyse des 
triglycérides par le biais de la lipase. Cette augmentation est cependant moins élevée 
que lors de l'utilisation de la lipase seule (données non présentées). Néanmoins, cette 
méthode a l'avantage de combiner l'efficacité d' action de la lipase sur le groupe des 
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triglycérides en plus de l' efficacité d'action du surfactant sur les autres groupes 
d' importance dans la poix du bois. 
Étant donné que les laccases peuvent agir sur une vaste gamme de substrats 
(Zhang, 2000; Zhanget al. , 2002; Zhang et al. , 2005; Karlsson et al. , 2001) nous nous 
serions attendu à ce qu' il y aie également une bonne synergie entre cette enzyme et le 
surfactant (Tableau 4.1). Comparativement aux autres traitements, les résultats 
démontrent que cette combinaison a été plus efficace pour l' enlèvement des acides 
gras totaux (27% de réduction) et du groupe des fragments de lignine (56% de 
réduction). Par contre, ce traitement n' a pas été plus efficace pour la réduction du 
groupe des acides résiniques et autres groupes de matières extractibles. Une plus forte 
concentration de laccase a également été évaluée et cela n' a pas permis d'augmenter 
l' efficacité de traitement (données non présentées). Il est possible que la consistance 
de la pâte ait jouée un rôle dans la faible efficacité de traitement de la laccase en 
créant une rareté de l' oxygène disponible ou en diminuant son accessibilité aux divers 
substrats. D'autres études ont suggéré l'utilisation d'un système laccase-médiateur 
pour augmenter le rendement de dégradations de cette enzyme envers les diverses 
matières extractibles (Gutierrez et al. , 2006; Gutierrez et al. , 2007). Même si de bons 
rendements ont pu être obtenus par cette méthode, il est important de noter qu'elle 
implique l' ajout des composés phénoliques dans les procédés papetiers et 
conséquemment dans leurs effluents, en plus de diminuer grandement la viabilité 
économique de l'application des laccases car l'utilisation de médiateurs est 
généralement coûteuse. 
L' avantage réel de l 'utilisation de la laccase, pour le contrôle de la poix, se 
retrouve dans son efficacité d' action dans les eaux de procédés (Tableau 4.2). Étant 
donné que l' industrie papetière se fait imposer des normes de plus en plus strictes en 
ce qui concerne l'utilisation d'eau fraîche, elle doit conséquemment voir à la 
réutilisation de ses eaux de procédés. La fermeture de ses circuits d' eau fraîche 
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engendre ainsi une augmentation de la concentration des matières extractibles dans le 
système, ce qui devient une préoccupation majeure pour la qualité du papier produit. 
De bonnes méthodes de décontamination des eaux de procédés deviennent donc 
essentielles. Le Tableau 4.2 démontre qu' après un traitement de deux heures à 60°C, 
la laccase a eu un impact sur la réduction des composés de pratiquement tous les 
groupes à l' étude. Son utilisation dans l' eau de procédé a permis de diminuer 42% 
des acides gras totaux, de 43% le groupe des acides résiniques, de 14% le groupe des 
stéryl ester, de 26% le groupe des triglycérides et de 60% le groupe des fragments de 
lignine. D'autres études ont également démontré de bons résultats de l 'utilisation de 
la laccase pour décontaminer les eaux de procédés (Zhang, 2000; Zhang et al. , 2005). 
Selon l 'ensemble des résultats obtenus dans cette étude, la combinaison 
surfactant-lipase s' avère donc être la méthode la plus efficace et la plus prometteuse 
pour le contrôle de la poix dans les pâtes à papier thermomécaniques. Il faut 
cependant ajouter que même si le traitement de la pâte thermomécanique avec la 
laccase n' a pas été aussi efficace que l'on aurait pu l' espérer, son potentiel 
d'utilisation ne doit pas être mis de côté car il est néanmoins très intéressant pour le 
traitement des eaux de procédés. Finalement cette étude permet de présenter une 
approche combinant l'utilisation des diverses biotechnologies. L'utilisation du 
système surfactant-lipase pour la pâte thermomécanique, ainsi que de la laccase pour 
le traitement des eaux de procédés, nous offre une méthode plus complète pour le 
contrôle de la problématique de la poix dans l' industrie papetière. 
5.3 Conclusion et travaux futurs 
Le développement d'une laccase robuste et peu coûteuse est essentiel pour 
pouvoir surmonter les barrières qui empêchent une plus grande utilisation industrielle 
de cette classe d' enzymes. Par le biais d 'un système d' expression bactérien, nous 
avons démontré que l' on pouvait produire une grande quantité de laccase, avec une 
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excellente pureté, sans étape importante de purification. L'enzyme produite est active 
sous une vaste gamme de pH, démontre une forte thermostabilité et est résistante à 
divers inhibiteurs traditionnels de la laccase. D'un point de vue commercial, cette 
laccase a démontré un bon potentiel pour l'oxydation et décoloration rapide de 
diverses encres avec l'utilisation de l'acétosyringone comme médiateur naturel. 
Diverses applications pratiques en conditions neutre et alcaline, pour le blanchiment 
du denim et le traitement des effluents, sont envisageables grâce à cette laccase 
alcaline. Ceci ouvre la porte à de nouvelles possibilités en matière de développement 
d'alternatives écologiques aux traitements chimiques actuels de l' industrie du textile. 
Nous avons développé un bon système de production d'une laccase 
bactérienne. Par contre, ce système peut encore être amélioré. Une étude future devra 
être effectuée sur les conditions favorisant l' augmentation de la production de SLAC 
en fermenteur. Une autre recherche devra également être entreprise en vue d'évaluer 
plus en profondeur les capacités de décoloration de SLAC envers d' autres encres 
d' intérêts pour l' industrie du textile. Afin de développer un produit commercial, une 
analyse approfondie de divers autres médiateurs devra également être faite. La 
recherche de médiateur écologique et économique est essentielle pour ce type de 
développement technologique. D'un point de vue économique, divers ratios de 
concentration enzyme-médiateur devront aussi être évalués selon leur niveau 
d'efficacité de traitement afin de choisir le meilleur rapport qualité/prix. Finalement, 
des stratégies d'évolution accélérée pourront être utilisées pour optimiser l' activité et 
la stabilité de SLAC afin d'améliorer son potentiel commercial. 
Mes travaux ont également portés sur le développement d'une solution 
écologique pour le contrôle de la poix dans l' industrie papetière. Par le biais de 
biotechnologies enzymatiques, nous avons développé une façon de diminuer les 
matières extractibles dans la pâte à papier ainsi que dans les eaux de procédés de cette 
dernière. L'efficacité de cette méthode a été quantifiée via des analyses sur GC-FID 
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et GC-MS. Les résultats ont démontré que la combinaison d'un surfactant écologique 
avec une lipase a permis de réduire efficacement une vaste gamme de matières 
extractibles d'une pâte thermomécanique. En combinant ce traitement biochimique de 
la pâte avec la décontamination des eaux de procédés via une laccase, ce traitement 
entier devient une alternative écologique intéressante pour le contrôle global de la 
poix dans l' industrie papetière. 
Nous avons développé un bon système de contrôle de la poix pour l ' industrie 
papetière. Cette méthode nécessite cependant d' autres analyses afin de confirmer son 
efficacité. Une étude future devra être effectuée avec diverses pâtes à papier et eaux 
de procédés car les conditions de fabrication du papier varient d'une usine à l' autre. 
D'un point de vue économique, divers ratios de concentration de surfactant et 
d' enzymes devront aussi être évalués selon leur niveau d'efficacité de traitement afin 
de choisir le meilleur rapport qualité/prix. D'autres types de surfactants, de lipases 
et/ou de laccases pourraient être évalués dans une étude similaire à celle que nous 
avons effectuée. L' utilisation de SLAC devrait, entre autre, être considérée dans ce 
schème de pensée. Une étude future devra aussi être effectuée sur les conditions 
favorisant l' augmentation de la production de M-Lip en fermenteur. Également, des 
stratégies d'évolution accélérée pourront aussi être utilisées pour optimiser l' activité 
et la stabilité de M-Lip afin d' améliorer son potentiel commercial. 
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